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Zusammenfassung

Antibiotika werden in der Human- und Veterindrmedizin in groen Mengen eingesetzt. Die
Wirkstoffe induzieren im Organismus Resistenzen, die zusammen mit den Antibiotika von
Mensch und Tier wieder ausgeschieden werden. Mit den Ausscheidungen gelangen die
Antibiotika und die Resistenzen tiber verschiedene Eintragspfade in die Umwelt. Die
Resistenzen sind in der Umwelt relativ persistent. Dies wird durch die vorhandenen
Antibiotika untersttzt und kann auch zur Weitergabe der Resistenz an andere Bakterien
fihren. Zu den in der Umwelt vorhandenen Resistenzen und zu Methoden zur Bestimmung
dieser gibt es einen erheblichen Forschungsbedarf. Daher wurden in dieser Diplomarbeit am
Institut flr Wasserforschung GmbH Methoden zur Bestimmung von resistenten Bakterien und
den vorhandenen Resistenzgenen entwickelt. Die Methoden wurden in bezug auf die
ausgewahlten Antibiotika Chlortetracyclin (CTC) und Sulfadiazin (SFD) auf verschiedene
Proben Feld- und Laboruntersuchungen angewendet. Es wurden folgende Untersuchungen
durchgefuhrt:

- Bestimmung der KBE-Zahl zur Abschatzung der Lebendbakterienzahl und des Anteils
resistenter Bakterien (Vergleich von koloniebildenden Einheiten auf Ndhrmedien mit
und ohne Antibiotika)

- Bestimmung der Esterase-Aktivitat zur Bestimmung der Bioaktivitat der vorhandenen
Bakterien und Abschéatzung von Hemmeffekten der Antibiotika

- Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) mit der Agar-
Dilutionsmethode nach DIN 58940-6 zur Charakterisierung isolierter Bakterien

- PCR zur Bestimmung der Resistenzgene in Umweltproben und Bakterienisolaten

Die KBE-Zahl zeigte die Biomasse und die Esterase-Aktivitat zeigte die Bioaktivitét der in
der Probe vorhanden Bakterien. Der Vergleich der KBE-Zahlen von antibiotikahaltigen und
antibiotikafreien Nahrmedien konnte zur Bestimmung von CTC-resistenten Bakterien
eingesetzt werden. Zur Bestimmung von SFD-resistenten Bakterien eignete sich diese
Methode nicht, da das SFD im Né&hragar nicht antibiotisch wirksam ist. Gleiches galt fur die
nach DIN-Norm durchgefiihrte Methode der MHK-Bestimmung. Durch vorangestellte
Kultivierung auf selektiven Nahrboden, konnte mit diesen beiden Methoden auch die
Bakterienklasse der resistenten Bakterien bestimmt werden. Das Problem der beiden
Verfahren lag darin, dass nur kultivierbare Bakterien (in dieser Arbeit auf DEV-Nahragar
kultivierbare) bestimmt werden konnten. Mit der PCR wurden alle Bakterien, die in einer

Probe enthalten sind analysiert. Aber die PCR-Methode ist zur Bestimmung der Summe der



resistenten Bakterien nicht geeignet, da nur spezifische Resistenzgene erfasst werden kdnnen,
von denen es im Falle des Tetracyclin 36 verschiedene gibt. Die 3 Resistenzgene gegen
Sulfonamide konnten mit der PCR bestimmt werden. Die Giille- und Bodenproben konnten in
dieser Arbeit nur durch vorangestellte Kultivierung auf DEV-Né&hragar in der PCR analysiert
werden, da in diesen Proben in hoher Konzentration vorkommende Huminstoffe die PCR-
Amplifikation hemmten.

Die beiden Kultivierungsverfahren konnten fiir SFD nicht angewendet werden und in der

PCR gab es kein positives Ergebnis. Dies kdnnte an der Probenaufarbeitung gelegen haben.

Mit den Methoden der modifizierten KBE-Zahlen, der MHK-Bestimmung und der PCR
konnten jedoch CTC-resistente Bakterien nachgewiesen werden. So wurden mit allen drei
Methoden CTC-resistente Bakterien in Gilleproben detektiert. Mit der MHK-Bestimmung
konnten auch in Boden- und sogar in einer Oberflachenwasserprobe CTC-resistente Bakterien
nachgewiesen werden. Die CTC-resistenten Bakterien wurden durch Gulleausbringung in den
Boden eingetragen und sind wahrscheinlich durch Oberflachenabfluss in das

Oberflachenwasser gelangt.

Nach weiterer Optimierung der Probenaufarbeitung ist die PCR zur Bestimmung von
Resistenzgenen einsetzbar. Da keine summarische Analyse der resistenten Bakterien moglich
ist, sollte die MHK-Bestimmung zur Bestéatigung oder als VVoruntersuchung, ob resistente

Bakterien Uberhaupt vorhanden sind, mitgefiihrt werden.
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1 Einleitung

1.1 EinfUhrung

Antibiotika werden schon seit {iber 60 Jahren in der Humanmedizin und seit mehr als 40 Jahren
auch in der Veterindrmedizin eingesetzt [Falbe et al. 1992]. Als einzige Waffe gegen viele
verschiedene vor allem bakterielle Infektionen sind Antibiotika unersetzlich. Ein unsachgemaBer
Einsatz dieser Medikamente birgt aber Gefahren. Denn nach der Applikation werden die meisten
Antibiotika bzw. deren Metaboliten von Mensch und Tier fast vollstandig wieder ausgeschieden.
Uber verschiedene Eintragspfade kénnen die Antibiotika in die Umwelt gelangen [Hamscher et
al 2002]. Dort kommt es zur Kontamination von Bdden und Gewaissern durch die Wirkstoffe und
ihre Metaboliten. Die Antibiotika werden mit Giille oder Klarschlamm auf landwirtschaftlich
genutzte Flachen ausgebracht und kénnen in Gewésser, Grund- und Trinkwasser eingetragen
werden. Bei Kontakt zu Mikroorganismen kdnnen Antibiotika zur Induktion von Resistenzen
fiihren. Die Konzentrationen in der Umwelt liegen meist unterhalb der Effektkonzentrationen
[Thiele-Bruhn 2003a]. Aber gerade diese subtherapeutischen Dosen begiinstigen eine Selektion
resistenter Stimme. Diese Resistenzen konnen sich in der Umwelt durch verschiedene
Mechanismen weiterverbreiten und im schlimmsten Falle sogar auf humanpathogene
Mikroorganismen {libertragen werden. Antibiotika, die in der Humanmedizin gegen bakterielle
Infektionen eingesetzt werden, konnten dadurch wirkungslos werden [Hoper et al. 2002]. Es
liegen bisher nur wenige Untersuchungen zum Vorkommen und Verhalten von Tierarzneimitteln
in der Umwelt vor. Bei der Einschitzung der Resistenzproblematik gibt es erheblichen
Forschungsbedarf. Auch praktikable Untersuchungsmethoden zur Bestimmung von Antibiotika

und ganz besonders von Resistenzen sind wenig beschrieben.



1.2 Veranlassung

Innerhalb des Projektes ,, Tierarzneimittel in der Umwelt: Bewertung von Eintrag, Verlagerung
und Resistenzentwicklung unter Gesichtspunkten des Verbraucherschutzes* des Ministeriums
fiir Umwelt, Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz des Landes NRW (MUNLV
NRW) das vom Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie der Universitit Paderborn
geleitet wird, ist die hier vorliegende Arbeit am Institut fiir Wasserforschung (IfW) angefertigt
worden. Das Ziel des Projektes am IfW ist es, Informationen zum Transportverhalten und zu den
Auswirkungen der ausgewédhlten Antibiotika Chlortetracyclin und Sulfadiazin in Boden und
Grundwasser zu erhalten und die Einfliisse der Antibiotika auf die Umwelt zu bewerten. In
einem Teilvorhaben dieses Projektes wurde ein Sdulenversuch durchgefiihrt, bei dem der
Auftrag von Giille auf einen Ackerboden und darauf folgende, unterschiedliche
Niederschlagsereignisse simuliert wurden. Die eingesetzte Giille, der Boden und die
Sickerwasserproben, die nach den Niederschlagsereignissen genommen wurden, wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auf verschiedene mikrobiologische Parameter und vor allem
auf das Vorkommen resistenter Organismen hin untersucht. Weiterhin wurden Boden- und
Wasserproben auf das Vorkommen von antibiotikaresistenten Bakterien und die auftretenden
Resistenzgene untersucht, um feststellen zu konnen, in wie weit der Eintrag von Antibiotika in

die Umwelt zur Ausbildung von Resistenzen beitragt.

1.3 Ziel der Arbeit

Die Themenstellung dieser Diplomarbeit beinhaltet vor allem die Entwicklung von Methoden
zur Bestimmung von resistenten Mikroorganismen und von Resistenzgenen. Dazu sollten zuerst
die am IfW vorhandenen Methoden auf ihre Anwendbarkeit hin {iberpriift und neue Methoden
etabliert werden. Die Verfahren zur Bestimmung der KBE-Zahl und der Esterase-Aktivitit
sollten durchgefiihrt werden. Eine Methode zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) sollte nach DIN-Norm aufgebaut und zum Nachweis antibiotikaresistenter
Mikroorganismen eingesetzt werden. Zur Bestimmung der zugrundeliegenden Resistenzgene

wird eine PCR-Methode entwickelt und etabliert.

Danach sollte die Anwendbarkeit der Methoden zur Bestimmung resistenter Mikroorganismen
gegen die Antibiotika Chlortetracyclin und Sulfadiazin fiir verschiedene Proben (Giilleproben,

Bodenproben, Wasserproben) liberpriift werden.



2 Stand des Wissens

2.1 Antibiotika

Antibiotika (griechisch: antibios: gegen Leben) sind Stoffe mikrobiologischer Herkunft die
Mikroorganismen in ihrem Wachstum hemmen oder sie abtoten [Fallert-Miiller 2000]. Der
Begriff Antibiotika gilt urspriinglich nur fiir die entsprechenden pharmazeutischen Wirkstoffe,
die von Bakterien und Pilzen ausgeschieden werden. Heute fallen auch die synthetisch
hergestellten Antibiotika (Chemotherapeutika), wie z. B. die Sulfonamide, in diese

Wirkstoffgruppe [Thiele-Bruhn et al. 2003b, Grafe 1992].

Die Entdeckung des ersten Antibiotikum, Penicillin, machte der Arzt Alexander Fleming bereits
im Jahre 1928, als er bemerkte, dass in der Umgebung des Schimmelpilzes Penicillium notatum
keine Staphylokokkenkulturen wachsen konnten. Aber erst im Jahre 1938 nahmen der Pathologe
Howard Florey und der Chemiker Ernst Chain die Beobachtungen Flemings auf und isolierten
das Penicillin, um es beim Menschen gegen bakterielle Infektionen anzuwenden. 1945 erhielten
Fleming, Florey und Chain den Nobelpreis fiir ihre Entdeckung. Zu dieser Zeit wurde das
Penicillin schon groftechnisch hergestellt und in den USA vielfach eingesetzt.

In den folgenden Jahren wurden viele weitere Antibiotika aus Bakterien und Pilzen isoliert und
auf thre Anwendbarkeit gegen verschiedene Infektionskrankheiten getestet. So wurde unter

anderem das Tetracyclin 1948 von Duggar isoliert [ Diirckheimer 1975].

Chemisch gesehen kann man die Antibiotika nicht einer bestimmten Klasse zuordnen, sie sind
heterogen. Durch ihre komplexe Struktur sind sie in ihrem Umweltverhalten variabel und zeigen
je nach pH-Wert verschiedene ionische Eigenschaften [Thiele-Bruhn et al. 2003b]. Wirkstoffe
die zu den Antibiotika gezdhlt werden, gehdren zu den unterschiedlichsten Stoffklassen und
konnen aus Aminosduren, Zucker und Zuckerderivaten, tetrazyklischen Triterpenen,

Nucleosiden uvm. aufgebaut sein.

Antibiotika werden im allgemeinen nach wenigen Tagen aus dem Korper in unverdanderter Form
oder als Metabolite ausgeschieden. Gelangen sie in die Umwelt, spielt die hohe Stabilitdt von
Antibiotika gegen unterschiedliche pH-Werte und Enzyme eine wichtige Rolle, da sie dadurch

eine hohe Persistenz, also Umweltstabilitit, in Wasser und vor allem im Boden aufweisen



[Thiele-Bruhn et al. 2003b]. Eine gewisse Wasserloslichkeit befahigt die meisten Antibiotika zur
Mobilitét in der aquatischen Umwelt, wodurch sie in andere Kompartimente gelangen konnen

[Hamscher 2003].

Zum Einsatz von Veterindrantibiotika liegen nur wenige Zahlen vor. Die meisten
verdffentlichten Statistiken beschrinken sich auf regionale Schidtzungen, die auf Informationen
der Tierdrzte beruhen. Reprisentativ sind lediglich die von der FEDESA 2001 ver6ffentlichten
Verbrauchsmengen flir Antibiotika in der EU und der Schweiz (Tab. 2.1.1).1999 sind laut dieser
Statistik in der EU und in der Schweiz 13216 t Antibiotika eingesetzt worden, davon 8528 t in
der Humanmedizin und 4688 t in der Veterindrmedizin. Die starke Abnahme von 50% beim
Einsatz der Antibiotika als Leistungsforderer ist damit zu erkldren, das dies seit 1997 gesetzlich
verboten ist. Die Abnahme dieser Verwendung wird aber durch die Erh6hung des Einsatzes in

der Tiermedizin relativiert.

Tab. 2.1.1: Antibiotikaverbrauch in EU und Schweiz 1999 und 1997 [FEDESA 2001]

1999 1997 Veranderung

in t/Jahr in t/Jahr 1999 zu1997
Gesamt 13216 12752 +3,6%
Humanmedizin 8528 65% 7659 60% +11,3%
Tiermedizin 3902 29% 3494 27,5% +11,0%
Leistungsforderer 786 6% 1599 12,5% - 50,0%

2.2. Eintrag von Antibiotika in die Umwelt

Antibiotika, die in der Humanmedizin verabreicht werden, gelangen iiber die Ausscheidungen
ins Abwasser. Die humanen Abwisser werden vor allem den Kldranlagen zugefiihrt, in denen
weiterer Kontakt zu einer Vielzahl von Mikroorganismen gewéhrleistet ist, was zur Induktion
und Weiterverbreitung von Resistenzen fiihren kann [Feuerpfeil et al. 1999]. In der Kliranlage
werden viele Antibiotika nicht oder nicht ausreichend zurilickgehalten, so dass sie mit dem
Kldranlagenablauf in Oberflichengewésser gelangen oder mit dem Klarschlamm als Diinger auf
Boden aufgebracht werden. Von den gediingten Boden ist eine Abschwemmung in
Oberflichengewisser oder aber eine Versickerung bis ins Grundwasser moglich. Aus
Oberflachenwasser und aus Grundwasser wird Trinkwasser gewonnen, mit dem Mensch und

Tier die Antibiotika wieder aufnhehmen konnen.



Die in der Veterindrmedizin verabreichten Antibiotika werden vom Tier zum Teil wieder
ausgeschieden und kommen so in die Giille oder in den Stallmist [Grote et al. 2004]. Durch
Mist- und Giilleausbringung gelangen sie vor allem in den Boden. Von dort aus kdnnen sie zum
einen in angebaute Feldfriichte aufgenommen werden oder aber durch Oberflichenabfluss (run
off) vom Ackerboden in Oberflichenwasser abgeschwemmt und durch Versickern in das
Grundwasser ausgewaschen werden [Grote et al. 2004] (Abb. 2.2.1). Die im Boden und im
Wasser lebenden Bakterien haben Kontakt zu den Antibiotika, wodurch es dort zur Induktion
von Resistenzen und einem Selektionsvorteil resistenter Bakterien kommen kann. Die
Hauptursache der Verbreitung von Resistenzen ist, dass resistente Bakterien aus dem Darm von
Mensch und Tier iiber deren Ausscheidungen in die Umwelt gelangen und dort durch den
Selektionsdruck der vorhandenen Antibiotika zum Verbleib und zur Verbreitung der Resistenzen

fiihren konnen [Feuerpfeil et al. 1999].
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Abb. 2.2.1: Mogliche Eintragspfade von Antibiotika in die Umwelt [Frank 2006]



2.3. Antibiotikaresistenzen

Schon 1947 hatte der Entdecker des Penicillins, Alexander Fleming, in einem Interview mit der
New York Times davor gewarnt, dass Bakterien unter bestimmten Umstdnden gegen Antibiotika
resistent werden konnen [Dreifert 1999]. Diese Resistenzen konnen, wie man heute weil3, durch
eine einfache Mutation oder durch den Austausch komplexer Genstrukturen entstehen. Die
Antibiotika-Resistenzgene liegen zu 95% auf mobilen genetischen Elementen, Plasmiden oder
Transposons. Die Weitergabe von Resistenzen kann auch zwischen unterschiedlichen
Bakterienarten erfolgen und geschieht iiber drei verschiedene Wege:
- Transformation: aus dem extrazelluldren Raum aufgenommene Fremd-DNA wird ins
Genom des Bakteriums eingebaut
- Transduktion: genetisches Material wird {iber Phagen weitergegeben
- Konjugation: manche Bakterien sind dazu fahig, {iber sogenannte F-Pili einen
»Kontaktkanal* zu einem anderen Bakterium aufzubauen und dariiber genetisches
Material z.B. in Form von Plasmiden weiterzugeben [Diirckheimer 1975]. Dieser
sogenannte horizontale Gentransfer kann auch zwischen Bakterien vollig

unterschiedlicher taxonomischer Zugehorigkeit vorkommen.

Durch den Eintrag von Antibiotika und deren Metaboliten in die aquatische Umwelt ist ein
Beitrag zur zunehmend beobachteten Resistenz von Bakterien gegen Antibiotika mdglich
[Engels 2004]. In den meisten Untersuchungen die bisher gemacht worden sind, konnte
festgestellt werden, dass nicht der Eintrag der Antibiotika selbst, sondern vielmehr der Eintrag
von resistenten Bakterien aus der Darmflora von Mensch und Tier direkt in die Umwelt der
Hauptgrund fiir die allgemein bestétigte Zunahme von Antibiotikaresistenzen ist [ Thiele-Brunn
2003a, Kiimmerer et al. 2004]. In Anwesenheit von Antibiotika haben die resistenten Bakterien
einen Selektionsvorteil und vermehren sich daher stérker als die nicht resistenten. Besonders in
der Intensivtierhaltung gelangen antibiotikaresistente Bakterien iiber die Ausscheidungen in die
Gille und spiter dann auf den Boden [Feuerpfeil et al. 1999]. Auch die Ausscheidungen von
Menschen konnen antibiotikaresistente Bakterien enthalten, diese werden dann tiber die
Kldranlagen wieder in die Umwelt entlassen [Feuerpfeil et al. 1999]. Die Weiterverbreitung von
resistenten Bakterien vom Boden ins Wasser und iiber das Wasser direkt zum Menschen oder in
Nahrungsmittel ist momentan ein viel diskutiertes Thema, muss aber fiir jedes Antibiotikum
separat betrachtet werden, da dessen stoffspezifische Eigenschaften einen entscheidenden

Einfluss auf die Persistenz und Mobilitdt haben [Thiele-Bruhn et al. 2003b].



Zur Einteilung der Bakterien in resistente und sensible sind in der DIN 58940 normierte

Nachweisverfahren aufgefiihrt.

2.4 Tetracycline

Als erstes Tetracyclin isolierte B. M. Duggar 1948 das Chlortetracyclin aus dem Bakterium
Streptomyces aureofaciens und benannte es nach dem Bakterium aus dem es isoliert worden ist
Aureomycin [Diirckheimer 1975]. Die Ausgangsverbindung fiir spatere Wirkstoffe, das
Tetracyclin, stellte man damals durch die katalytische Hydrierung des Aureomycin her. Heute
wird Tetracyclin direkt durch Fermentation gewonnen. Die in der folgenden Zeit immer grofer
werdenden Anspriiche an die Antibiotika in bezug auf Toxizitit, Pharmakokinetik, Stabilitét,
Reinheit, Eigenschaften der Metaboliten, usw. fiihrten zur Entwicklung weiterer Tetracycline.
Die therapeutisch wichtigen Wirkstoffe (Tab. 2.4.1) unterscheiden sich nur durch die
unterschiedlichen Substituenten R1, R2, R3 und R4 (Tab. 2.4.2, Abb. 2.4.1) und die damit
verbundenen Eigenschaften. Heute werden die Tetracycline in der Humanmedizin nicht mehr so
haufig eingesetzt, sie spielen aber in der Veterindrmedizin eine grofle Rolle. Der Grof3teil der
Tetracycline wird in der Schweinezucht und dort vor allem in der Massentierhaltung eingesetzt,
um dort der Ausbreitung von Krankheiten auf die anderen Tiere vorzubeugen. Von den 4688 t
Antibiotika, die 1999 bei Tieren eingesetzt worden sind, waren ungefdhr zwei Drittel

Tetracycline [FEDESA 2001].

Tab. 2.4.1: Therapeutisch wichtige Tetracycline [Diirckheimer 1975]

chem. Bez. Abkiirz. Handelsnamen erste Synthese
Chlortetracyclin CTC Aureomycin 1948
Oxytetracyclin OTC Terramycin, Terravends, 1950

Vendarein, Macocyn
Tetracyclin TC Achromycin, Hostacyclin, 1953

Supramycin, Tefilin

Desmethylchlortetracyclin DMCT Ledermycin 1957
Rolitetracyclin PMT Reverin 1956
Methacyclin MOTC Rondomycin 1961
Doxycyclin DOOTC Vibramycin, Vibravenos 1963
Minocyclin MITC Klinomycin 1967
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Abb. 2.4.1: Grundstruktur des Tetracyclins (1,4,4a,5,5a,6,11,12a-Octahydronaphthacen)
[Diirckheimer 1975]

Tab. 2.4.2: Wichtige Tetracycline [Christian 2004]

chem. Bez. Abkiirz. R1 R2 R3 R4 R5
Tetracyclin TCY H OH CH; H H
Chlortetracyclin CTC Cl OH CH; H H
Oxytetracyclin OTC H OH CH; OH H
Doxycyclin DCY H H CH; OH H
Minocyclin MCY H H H H H

Die Tetracycline sind durch die gute Vertraglichkeit des Wirkstoffs und das breite
Wirkungsspektrum neben dem Penicillin das meist verabreichte Antibiotikum. Beim Menschen
wurden Tetracycline vor allem in der antimikrobiellen Chemotherapie, bei bakteriellen
Infektionen (Atemwege, Magen-Darm-Trakt, Haut, Urogenitaltrakt), aber auch bei Pest und
Cholera eingesetzt. Heute gelten die Tetracycline nicht mehr als Mittel der ersten Wahl. Seit den
70er Jahren werden Tetracycline verstirkt in der Veterindirmedizin bei bakteriellen Infektionen
des Respirations-, Verdauungs- und Gastrointestinaltraktes eingesetzt [Sattelberger et al. 2005].
Im Zuge des vermehrten Einsatzes in der Nutztierhaltung und dort auch vor allem als
Futterzusatz zur Wachstumsforderung, was allerdings seit 1997 in Deutschland gesetzlich
verboten ist, kommt es immer 6fter zur Ausbildung von resistenten Bakterien gegen

Tetracycline.

Die Tetracycline werden zu ca. 65% nach 7-10 Tagen unmetabolisiert mit dem Kot
ausgeschieden und gelangen so in die Giille, in der sie duBerst persistent sind [ Thiele-Brunn
2003a]. So zeigen Winckler und Grafe in ihren Laboruntersuchungen das nach 7 Wochen
maximal 50% des Tetracyclins in einer Giilleprobe abgebaut wird [Winckler et al. 2000]. In den
Screeninguntersuchungen von Winkler und Grafe sind Tetracyclingehalte bis zu 66 mg/kg in

Schweinegiille gemessen worden. In mit Giille beaufschlagten Boden konnte das Tetracyclin in
8



Bodentiefen bis zu 40 cm mit Konzentrationen bis zu 32,2 pg/kg (CTC 26,4 pg/kg)
nachgewiesen werden [Hamscher et al. 2000]. Auch im Boden kénnen Tetracycline unter
Umweltbedingungen {iber Monate persistieren [Hoper et al. 2002]. In einer Studie fanden
Hamscher et al. 2002 sogar eine maximale Konzentration von 0,31 mg/kg Tetracyclin in einer
Ackerbodenprobe wieder. In verschiedenen Oberflachengewéssern, die durch
Oberflichenabfluss von mit Giille beaufschlagten Ackern belastet werden, kénnen auch hohere
Konzentrationen bis zu 1 pg/l nachgewiesen werden [Hamscher 2003]. Ein Transport von
gelostem Tetracyclin in das Grundwasser ist kaum zu erwarten, da die Bodenpassage nur sehr
gering ist [ Thiele-Bruhn et al. 2003b]. Diese durch die starke Bindung der Tetracycline an
Bodenpartikel zu erklérende Barriere bewirkt selbst bei sehr hohen Tetracyclin-Konzentrationen
in Oberbdden, das in tieferen Bodenschichten keine Tetracycline nachgewiesen werden kénnen

[Hamscher et al. 2002].

2.4.1 Chemische Eigenschaften

Die Grundstruktur der Tetracycline ist ein System aus vier linear anellierten sechsgliedrigen
Ringen (Naphthacen-Grundgeriist), die eine charakteristische Anordnung der Doppelbindungen
aufweisen (Abb. 2.4.2).

Tetracycline sind gelbliche, kristalline, geruchlose, bitterschmeckende Verbindungen [Engels
2004]. Sie zersetzen sich sehr schnell durch UV-Licht. Sie sind schwer wasserldslich im
physiologischen pH-Bereich (ca. 1 g/l) und aufgrund ihrer sauren Gruppen am basischen
Diethylamino-Rest verhalten sie sich amphoter [Diirckheimer 1975]. Tetracycline bilden
schwerldsliche, reversible Chelate mit zwei- und dreiwertigen Kationen und anderen nieder- und

hochmolekularen Substanzen (Neumeister et al. 1997).

In kristalliner Form sind die Tetracycline stabil, aber in wéssriger Losung konnen sie durch
Licht-, pH- oder Temperatureinfliisse umgewandelt werden [Michel 2005]. Die moglichen
Umwandlungsprodukte von Chlortetracyclin (Abb. 2.4.1.1) bei verschiedenen Bedingungen sind
in Abb. 2.4.1.3. gezeigt. Unter Wasserabspaltung bei niedrigem pH-Wert kann sich das CTC
zum Anhydrochlortetracyclin umwandeln. Schon bei leicht alkalischem pH-Wert von 7,5 erfolgt
eine Umwandlung des CTC zum Isochlortetracyclin. Die Umwandlungsprodukte unterliegen

wiederum einer Epimerisierung.
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Abb.2.4.1.2: Epimere und Isomere des Chlortetracyclins [Grote et al. 2004]

Weitere Untersuchungen zeigten eine Keto-Enol-Tautomerie des Chlotetracyclins und des
Epichlortetracyclins (Abb. 2.4.1.3) [W. Naidong et al. 1990]. Das Gleichgewicht der Keto-Enol-

Tautomere hingt von pH-Wert, Temperatur und Konzentration ab.

OH H
OH O OH O OH O (@] (0]

OH
OH O OH O
4-Epi-Chlortetracyclin (Enol) 4-Epi-Chlortetracyclin (Keto)

Abb. 2.4.1.3:Tautomere des CTC und Epi-CTC [Michel 2005]

Tetracyclin kommt im Wasser nur als Komplexverbindung mit 2-wertigen lonen vor, dort aber

auch nur in sehr geringen Konzentrationen vor [Hamscher 2003]. Tetracyclin sorbiert stark an
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Bodenpartikel und ist daher von durchflieBendem Sickerwasser nur schwer auszuwaschen

(geringe Mobilitdt) [Hamscher et al. 2000].

2.4.2 Wirkmechanismus

Die Tetracycline wirken hemmend auf die Proteinbiosynthese von gramnegativen und
grampositiven Bakterien [Winkler et al. 2004]. Sie wirken abtotend (bakteriostatisch). Der
Wirkstoff bindet an die 30 S Untereinheit des 70 S Ribosoms und verhindert dadurch die Codon-
Anticodon-Interaktion zwischen Ribosom und der Aminoacyl-tRNA. Dadurch kann die mRNA
nicht mehr zum Bestimmungsort gelangen und die Synthese des entsprechenden Proteins kann
nicht mehr durchgefiihrt werden.

Tetracycline hemmen auch die Zellwandbiosynthese und, durch ihre Eigenschaft mit

Metallionen zu chelatisieren, konnen sie Calcium binden [Falbe et al. 1992].

2.4.3 Tetracyclinresistenz

In den letzten Jahren gab es einige Untersuchungen zur Tetracyclin-Resistenz. Der grof3te Teil
der Veroffentlichungen zu diesem Thema bezieht sich auf die Gene, die fiir die Resistenz
kodieren. Es wurden mittlerweile 36 verschiedene Tetracyclin-Resistenzgene nachgewiesen
(Anhang A)[Chopra, Roberts 2001, Roberts 2006]. Die Informationen iiber die einzelnen
Resistenzgene sind unterschiedlich umfangreich. Fiir die meisten Tetracyclin-Resistenzgene sind
nur wenige Informationen verdffentlicht, da sie selten vorkommen. Aber fiir die hiufig
gefundenen Gene wie z.B. das Tet M gibt es viele teilweise auch widerspriichliche
Informationen. Das Resistenzgen Tet M ist in den Bakterienklassen Enterococcus, Enterobacter,
Acinetobacter, Vibrio, Pseudomonas, E. coli, Lactobacillus, Steptocuccus, Pasteurella uvm.
nachgewiesen worden [Chopra, Roberts 2001, Roberts 2006]. Die durch Tet M bedingte
Resistenz wird durch Verdnderungen an der Struktur der Ribosomen hervorgerufen (s.u. RPP).
Andere Tetracyclin-Resistenzgene kodieren flir Efflux-Pumpen, die den Wirkstoff aus der Zelle

hinaus befordern.

Der Nachweis der Gene mit der PCR-Methode ist in einigen Verdffentlichungen beschrieben. Es
sind unterschiedliche Primer und auch unterschiedliche Temperaturprogramme in der Literatur

postuliert [Yu et al. 2005, Aminov et al. 2000, Agerso et al. 2002]. Die Anhidnge A und B zeigen
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die nach einer Literaturrecherche zusammengefassten Informationen zu den Tetracyclin-

Resistenzgenen.

Man unterscheidet bei der Resistenz gegen Tetracycline im wesentlichen drei verschiedene
Mechanismen [Chopra, Roberts 2001, Helmuth 1999]:
- durch Verdnderung der Bindungsstelle am 70 S Ribosom kann sich das Tetracyclin nicht
anlagern (Ribosomal Protection Protein: RPP)
- Transportproteine, sog. Efflux-Proteine, die in der Membran eingelagert sind, verringern
die Tetracyclin-Konzentration in der Zelle durch aktiven Stofftransport des Tetracyclins
in den extrazelluldren Raum

- durch Ausschiittung von Enzymen wird die Modifikation des Tetracyclins verdndert

2.5 Sulfonamide

Die Sulfonamide sind Chemotherapeutika und werden synthetisch hergestellt. Das einfachste
Sulfonamid, das Sulfanilamid, wurde bereits 1908 vom Chemiker Gelmo synthetisiert, aber erst
1935 erkannte Domagk den medizinischen Nutzen der Sulfonamide [Falbe et al. 1992].

Die Sulfonamide werden heute in der Humanmedizin noch in Kombination mit Trimethoprim
zur Behandlung von Harn- und Atemwegsinfektionen eingesetzt [Sattelberger 1999]. In der
Veterindrmedizin werden Sulfonamide gegen Durchfall sowie bakterielle Infektionen des

Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes eingesetzt [Sattelberger et al. 2005].

Sulfonamide werden 1-2 Tage nach der Applikation nahezu vollstindig ausgeschieden und
gelangen so in die Giille [Sattelberger et al. 2005]. Ungefahr die Halfte des Sulfonamids liegt als
N*-Acetyl-Derivate vor, wird aber in der Giille innerhalb von 21 Tagen fast vollstindig durch
Mikroorganismen reaktiviert. Erst danach nimmt die Konzentration in der Giille kontinuierlich
ab [Berger et al. 1986]. In der Giille wurden Sulfonamide in Konzentrationen bis zu 11,3 mg/ kg,
im Boden mit bis zu 98 pg/kg nachgewiesen [Hoper et al. 2003; Kreuzig et al. 2005]. In
Grundwasser und Drainagen wurden Sulfonamide in Konzentrationen bis zu 0,017 ug/1
nachgewiesen [Sacher et al. 2002]. Die Sulfonamide zeichnen sich durch eine hohe Mobilitét

aus, sie konnen aus dem Boden in Oberfldchen- oder Grundwasser ausgewaschen werden.
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2.5.1 Chemische Eigenschaften

Sulfonamide enthalten eine primédre aromatische Aminogruppe und ein Amid, das einen
variablen Rest aufweist. Abbildung 2.5.1.1 zeigt das einfachste Sulfonamid, das Sulfanilamid.
Die zwei Aminogruppen haben unterschiedliche pK-Werte. Daher sind Sulfonamide im sauren
pH-Bereich positiv und im basischen pH-Bereich negativ geladen [Stettler 2004]. Die
Wasserloslichkeit der Sulfonamide hidngt stark vom pH-Wert ab. Bei neutralem pH liegt sie bei
ca. 1 g/l. Nur im stark basischen oder stark sauren pH-Bereich bilden sich besser wasserlosliche

Salze [Halling-Sorensen et al. 1998].

H2N4®7802NH2

Abb.2.5.1.1: Struktur von Sulfanilamid [Michel 2005]

Das in dieser Arbeit untersuchte Sulfonamid Sulfadiazin (SFD) kann zum N4-Acetylsulfadiazin

umgewandelt werden (Abb. 2.5.1.2). Die Umwandlung ist reversibel.

O

Sulfadiazin N4-Acetylsulfadiazin

Abb.2.5.1.1: Struktur von Sulfadiazin (SFD) und seinem Hauptmetaboliten N,-Acetylsulfadiazin [Grote
et al. 2004]

2.5.1 Wirkmechanismus

Die 4-Aminobenzolsulfonamido-Gruppe der Sulfonamide ist fiir die bakteriostatische
(hemmende) Wirkung des Antibiotikums verantwortlich. Die Sulfonamide hemmen die Synthese
der Folsdure von gramnegativen und grampositiven Bakterien kompetitiv. Durch Besetzen der
Bindungsstelle fiir die dhnlich gebaute 4-Aminobenzoeséure, wird die Synthese der Folsdure
blockiert. Durch den daraus resultierenden Mangel an Folsdure wird die Synthese von DNA und
RNA nach einigen Stunden beeintrichtigt (Neumeister et al. 1997). Die Vermehrung der
Bakterien wird gestoppt und die Monocyten sind in der Lage, die Bakterien durch Phagozytose

abzubauen.
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2.5.3 Sulfonamidresistenz

Es gibt 3 verschiedene Gene die fiir eine Sulfonamid-Resistenz kodieren: Sul 1, Sul 2, Sul 3
[Boerlin et al. 2005]. Im Gegensatz zu den Tetracyclin-Resistenzgenen gibt es nicht anndhernd
so viele Informationen. Den einzelnen Genen konnen noch nicht die entsprechenden
Mechanismen zugeordnet werden. 2005 wiesen Boerlin et al. die drei Resistenzgene in E.coli-
Isolaten von Schweinen nach. Im Anhang C sind die vorhandenen Informationen zu den 3
Sulfonamid-Resistenzgenen zusammengefasst. Es gibt noch keine Informationen iiber das

Auftreten von Sulfonamid-Resistenzgenen in Boden und Wasser.

Bei den Sulfonamiden unterscheidet man im wesentlichen drei verschiedene

Resistenzmechanismen [P. Huovinen et al. 1995]:

- die Bindungsstelle fiir das Enzym Dihydropteroinsduresynthetase wird so verdndert, dass

eine niedrigere Affinitdt zum Sulfonamid besteht
- durch Erhdhung der Produktion von 4-Aminobenzoesdure kann die Bindung des
Sulfonamids verringert werden

- durch Erh6hung der Metabolisierungsrate werden mehr Sulfonamide inaktiviert
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3 Material und Methoden

3.1 Vorversuche und Methodenentwicklung

Die Vorversuche sollten zeigen, welche Aussagen die einzelnen Methoden {iber die Proben
ermoglichen. Auch die Eignung der Verfahren in bezug auf verschiedene Probenarten (Giille,
Boden, wissrige Proben, Mikroorganismen) sollte iiberpriift werden. Die genaue Beschreibung

der Methoden ist in den weiteren Kapiteln zu finden.

Am IfW sind die Methoden zur Bestimmung der Koloniezahl auf Standardndhrbdden
(Bestimmung der KBE-Zahl) und zur Bestimmung der Esterase-Aktivitit bereits seit Jahren
eingesetzte Methoden und wurden zur mikrobiologischen Untersuchung der Proben aus dem
Séulenversuch eingesetzt, da beide Verfahren zur Beurteilung der mikrobiellen Besiedlung gut
geeignet sind. Zur Quantifizierung resistenter Mikroorganismen in Proben wurde eine
Modifikation der Bestimmung der KBE-Zahl angewendet. Dazu wurden den Ndhrmedien die zu
untersuchenden Antibiotika zugesetzt und die darauf wachsenden Kolonien in Relation zu den
auf antibiotikafreien Ndhrmedien wachsenden Mikroorganismen gesetzt. Da die Methode kein
genormtes Verfahren ist, wurde zusétzlich die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) mit der Agar-Dilutionsmethode nach DIN 58940-6 eingefiihrt. Hierzu wurden zuvor auf
DEV-Agar kultivierte Bakterienisolate der Proben eingesetzt. Mit dieser Methode ist eine
eindeutige Bestimmung resistenter Mikroorganismen mdoglich. Eine Aussage tiber die Zahl der

vorhandenen resistenten Mikroorganismen ist nicht moglich.

Zur Untersuchung der zugrundeliegenden Resistenzgene sollte eine PCR-Methode entwickelt
werden. Zur Methodenentwicklung wurde eine eingehende Literaturrecherche durchgefiihrt.
Zum Nachweis von Resistenzgenen bendtigt man spezifische Primer, die als Anfangspunkt der
PCR-Amplifikation dienen. Diese Primer wurden der Literatur entnommen. Es wurden die
Primerpaare flir Tet H und Tet L (Efflux-Resistenzgene), sowie fiir die RPP-Resistenzgene Tet
M, Tet O, Tet Q und Tet W eingesetzt. In der Literatur genannte Temperaturprogramme wurden
ebenfalls libernommen. Als weiterer Primer wurde ein stark degenerierter Primer eingesetzt, der

ein Amplicon von 7 verschiedenen RPP-Resistenzgenen gegen Tetracycline amplifiziert.
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Der Einsatz der PCR zur Bestimmung von Sulfonamid-Resistenzgenen ist mit den Primern, die

in der Literatur fiir Sulfonamide genannt sind, Sul 1, Sul 2 und Sul 3 durchgefiihrt worden.

3.2 Bestimmung der KBE-Zahl

Mit der Bestimmung der KBE-Zahl wird die Lebendbakterienzahl auf gering selektiven
Néhrbdden erfasst. Unter definierten Wachstumsbedingungen wird auf einem Néhragar die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) ausgezéhlt. Als KBE wird eine Zelle oder ein
Zellhaufen definiert, die unter den vorgegebenen Bedingungen in der Lage ist eine Kolonie
durch Zellteilung zu entwickeln. Die Anzahl der KBE muss auf das eingesetzte Probevolumen

bezogen werden [Bast 1999].

Gerite:
Autoklav:

Nahrmedienautoklav Varioklav Typ 500 Tisch, Bj. 1997, H + P Labortechnik,
Seriennr. 59351296

Sterilbank:
Prettl-Sicherheitswerkbank Typ MRF 1600, Goller Reinraumtechnik

Brutschrank:
Brutschrank, Binder, Seriennr. 05-77620

Chemikalien:

- DEV-Agar-Fertigpulver (Merck, 1.11471.5000)

- R2A-Agar-Fertigndhrmedium (Merck, 1.00416.0500)
- Endo-Agar-Fertigndhrmedium (Difco, 0736.17)

- VE-Wasser

- Chlortetracyclin (Riedel-de Haen, 46133)

- Sulfonamid (Riedel-de Haen, 35033)

- 1so-Chlortetracyclin (Acros Organics, 268211000)

Antibiotikastammldsung:

- 50 mg des Antibiotikum (Chlortetracyclin, iso-Chlortetracyclin bzw. Sulfadiazin) in 50
ml-Messkolben einwiegen und mit bidestilliertem Wasser auf 50 ml auffiillen
(Konzentration: 1 mg/ml)

- gef. nicht gelostes Antibiotkum im Ultraschallbad 16sen

- Losung im Kiihlschrank lagern

Losung vor Gebrauch gut schiitteln und steril filtrieren!

16



Herstellung der Ndhrmedien:

DEV-Agar:
- 43 g/l Fertigpulver (Merck, 1.11471.5000) mit VE-Wasser aufkochen
- 15 min bei 121°C autoklavieren
- temperieren auf 50°C
- unter der Sterilbank in sterile Petrischalen gie3en
- Aufbewahrung im Kiihlschrank und vor Licht geschiitzt

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 10,0 g/l
Fleischextrakt 10,0 g/l
Natriumchlorid 5,0 g/l
Agar-Agar 18,0 g/l

R2A-Agar:
- 15,2 g pulverférmiges Fertigndhrmedium (Merck, 1.00416.0500) in 1 1 VE-Wasser losen
und kurz aufkochen
- 15 min bei 121°C autoklavieren
- temperieren auf 50°C
- unter der Sterilbank in sterile Petrischalen gie3en
- Aufbewahrung im Kiihlschrank und vor Licht geschiitzt

Zusammensetzung:

Hefeextrakt 0,5 g/l

Proteose-Pepton 0,5 g/l
Caseinhydrolysat 0,5 g/1

Glucose 0,5 g/l

Stiarke 0,5 g/l

Natriumpyruvat 0,3 g/l
Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,3 g/
Magnesiumsulfat 0,05 g/l
Agar-Agar 12,0 g/

Endo-Agar:
- 51 g/l pulverformiges Fertigndhrmedium (Difco, 0736.17) mit 20 ml 96%iges Ethanol
verriihren und in VE-Wasser 16sen
- 1 h bei 98°C im Dampftopf sterilisieren
- temperieren auf 50°C
- unter der Sterilbank in sterile Petrischalen gie3en
- Aufbewahrung im Kiihlschrank und vor Licht geschiitzt

Zusammensetzung:
Hefeextrakt 1,2 g/l
Pepton aus Casen 3,7 g/l
Natriumchlorid 3,7 g/l
Laktose 9,4 g/l

Fuchsin 0,8 g/
Natriumsulfit 1,6 g/l
Thiopepton 3,7 g/l
Tryptose 7,5 g/l
Agar-Agar 12,0 g/l
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Ethanol 96%ig 20 ml/1

Platten giessen:
- Niahrmedien kochen (s.0.)
- Agar auf 50 °C im Wasserbad abkiihlen
- Antibiotikastammldsung zugeben (je nach gebrauchter Konzentration)
- Schiitteln
- Platten gief3en

Durchfiihrung:

Die Proben wurden je nach Aggregatzustand unterschiedlich fiir die Bestimmung der KBE-Zahl
vorbereitet. Die fliissigen Proben wurden mit einem sterilen Drigalskispatel auf Ndhragarplatten
ausgespatelt. Die festen Proben wurden zur Aufarbeitung nach DIN 38414-4 in
entmineralisiertem Wasser eluiert, bevor sie nach Abtrennung von der festen Phase auf den
Nahrmedien ausgespatelt wurden.

Die Bestimmung der KBE-Zahl wurde auf 3 verschiedenen Nahrmedien durchgefiihrt: DEV-
Agar, R2A-Agar und Endo-Agar. Die Herstellung der Nahrmedien und das Giessen der Platten
sind oben aufgefiihrt. Die Ndhrmedien wurden nach dem Beimpfen bei 20°C bzw. bei 36°C
(Endo-Agar) bebriitet und nach 1 Tag (Endo-Agar), nach 2 Tagen (DEV-Agar), 5 Tagen (R2A-
Agar) ausgezdhlt.

Das DEV-Nahrmedium ist ein Universalmedium mit einer hochwertigen Nahrstoffgrundlage. Es
wird hauptséchlich zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl nach der deutschen
Trinkwasserverordnung eingesetzt. Das R2A-Ndhrmedium gilt als Universalmedium mit
geringem Nahrstoffangebot. Es dient zur Erfassung von langsamwachsenden, heterotrophen
Bakterien fiir mikrobiologische Wasseruntersuchungen. Der Endo-Agar ist ein Selektivmedium
zur Isolierung von Coliformen und E.coli. Durch die Inhaltsstoffe des Agar konnen die beiden

Bakterien durch ihre Farbung (Coliforme: rot, E.coli: griin) unterschieden werden.

Zur Bestimmung der resistenten Bakterien wurden Nidhrmedien in parallelen Ansdtzen mit
Antibiotikum (Chlortetracyclin, iso-Chlortetracyclin bzw. Sulfadiazin) versetzt. Das
Antibiotikum wurde dem noch fliissigen Néhragar vor dem Giessen der Platten in einer solchen
Menge zugesetzt, dass im Nahrmedium eine Konzentration des Antibiotikum von 10 mg/1
vorhanden ist. Diese Konzentration sollte das Wachstum nicht resistenter Bakterien hemmen.
200 ml Nahrmedium wurden 2 ml einer Antibiotikastammldsung zugesetzt, die eine

Konzentration von 1 mg/ml hat.
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3.3 Bestimmung der Esterase-Aktivitat

Die Esterase-Aktivitit ist ein Summenparameter fiir die mikrobiologische Aktivitdt in
Umweltproben. Die Methode wurde nach dem Verfahren von Obst und Holzapfel-Pschorn
durchgefiihrt, bei dem die Umsetzung des Substrates Fluoresceindiacetat (FDA) zu Fluorescein
nach einer festgelegten Zeit im definierten Volumen fluoreszenzspektrometrisch gemessen wird
[Obst et al. 1988]. Dabei werden die extrazelluliren Esterase-Aktivititen aller Mikroorganismen

erfasst, also von Bakterien, Pilzen und Protozoen.

Gerite:

Fluorimeter:
Fluorimeter LS 50 B Luminescence Spectrometer / Bj. 92, Perkin Elmer, Seriennummer 33915

Abb. 3.3.1: Fluorimeter

Brutschrank:
Brutschrank, Binder, Seriennr. 05-77620

Chemikalien:

- Fluoresceindiacetat (Sigma F-7378)

- Fluorescein-Na (Sigma F-6377)

- Aceton

- HEPES-Na / 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-sulfonsdure (Merck 15231)
- NaCl (Merck 1.06404)
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Losungen:
Fluoresceindiacetatlosung:
20 mg Fluoresceindiacetat (Sigma F-7378) mit 10 ml Aceton in einem sterilen Gefal3 16sen und

dicht verschliefen.
Losung im Gefrierfach aufbewahren!

Fluorescein-Standard-Stammloung:

10 mg Fluorescein-Na (Sigma F-6377) mit 100 ml sterilem bidest. in einem sterilen Gefal3
16sen.
Losung im Kiihlschrank aufbewahren!

Fluorescein-Standard-Testlosung:

1 ml Fluorescein-Stand.-Stammlsg (s.0.) mit sterilem bidest. in einem sterilen Gefafl auf 100 ml
auffiillen (Konz. 0,1 ug/ml).
Losung im Kiihlschrank autbewahren!

0,1 M HEPES-Puffer:

- 2,38 g HEPES-Na / 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-sulfonsdure (Merck
15231) in ca. 80 ml bidest. 16sen
- pH-Wert mittels NaOH bzw. HCI auf 7,5 einstellen
- mit bidest. auf 100 ml auffiillen
- autoklavieren.
Losung im Kiihlschrank aufbewahren!

Durchfiihrung:

Die Bodenproben wurden in ein steriles Einwegrohrchen eingewogen (3 g) und mit 6 ml sterilem
Trinkwasser versetzt. 1 ml HEPES-Puffer und 60 ul FDA-Lsg. wurden hinzugegeben,
geschiittelt und 60 min bei 20°C im Brutschrank inkubiert. Die Schwebstoffe wurden bei 6000
rpm 15 min lang abzentrifugiert. Nach 10 min nimmt man 3 ml vom Uberstand fiir die Messung
im Fluorimeter ab. Fliissige Proben wurden direkt in Einwegrohrchen tiberfiihrt (3 ml) und mit
0,5 ml HEPES-Puffer und 20ul FDA-Lsg. versetzt und geschiittelt. Nach 90 min Inkubationszeit
im Brutschrank bei 20°C werden 3 ml fiir die Messung im Fluorimeter eingesetzt. Im
Fluorimeter wird das durch den Umsatz der FDA-Lsg. freigesetzte Fluorescein gemessen. Die
Menge des so gebildeten Fluorescein ist ein MaB fiir die Anzahl und Aktivitdt von
Mikroorganismen.
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Die Berechnung der Esterase-Aktivitit als Substratumsatz pro Zeit und Volumeneinheit erfolgt

nach folgender Formel:

FDA-Umsatz (ng/ml/h) = X/1,5h * F
mit F =2 (aus 1 Mol FDA werden 2 Mol Acetat abgespalten)

X= (INTProbe - II\IF[‘Probenblindwert) * KonZentrationKalibrierstandard ng/ ml / II\ITKalibrierstandard

3.4 MHK-Bestimmung zum Nachweis resistenter Mikroorganismen

Die MHK-Bestimmung nach der Agar-Dilutionsmethode wurde nach DIN 58940-6
durchgefiihrt. Die Proben wurden auf DEV-Agar ausgespatelt und die angeziichteten
Mikroorganismen in der MHK-Bestimmung eingesetzt. Hierbei wurden DEV-Agarplatten als
Nahrmedium gegossen, denen das entsprechende Antibiotikum in definierter Konzentration
zugesetzt wurde. Es wurden verschiedene Konzentrationen im Bereich der Bewertungsgrenzen
eingesetzt. Fiir Tetracycline gilt nach DIN 58940-4 Bbl 1 ein Bakterienstamm mit einem MHK
von weniger als 1 mg/l als ,,sensibel®, ein Stamm mit einem MHK von 1-4 mg/] als
nHintermedidr und ein Stamm mit einem MHK von mehr als 4 mg/1 als ,,resistent*. Fiir die
Bestimmung der MHK fiir CTC wurden Ndahrmedien mit Antibiotikakonzentrationen von 1, 2, 4,

8, 16 und 32 mg/l hergestellt.

Fiir SFD gibt es in der DIN 58940-4 Bbl 1 und DIN 58940-6 keine solchen Bewertungskriterien.
Es wurden daher Ndhrmedien mit den gleichen Antibiotikakonzentrationen wie bei CTC und

zusétzlich noch mit 64 mg/l hergestellt.

Gerite:
Autoklav:

Nahrmedienautoklav Varioklav Typ 500 Tisch, Bj. 1997, H + P Labortechnik,
Seriennr. 59351296

Sterilbank:
Prettl-Sicherheitswerkbank Typ MRF 1600, Goller Reinraumtechnik

Brutschrank:
Brutschrank, Binder, Seriennr. 05-77620
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Chemikalien:

- DEV-Agar-Fertigpulver (Merck, 1.11471.5000)

- R2A-Agar-Fertigndhrmedium (Merck, 1.00416.0500)
- Endo-Agar-Fertigndhrmedium (Difco, 0736.17)

- VE-Wasser

- Chlortetracyclin (Riedel-de Haen, 46133)

- Sulfonamid (Riedel-de Haen, 35033)

Antibiotikastammldsungen:

- 32 mgdes CTC und 64 mg des SFD in 100 ml-Messkolben einwiegen und mit
bidestilliertem Wasser auf 100 ml auffiillen (Konzentration: 320 bzw. 640 mg/1)
- ggf. nicht gelostes Antibiotkum im Ultraschallbad 16sen
- Losung im Kiihlschrank dunkel lagern
Losung vor Gebrauch gut schiitteln und steril filtrieren!

Platten giessen (Ndahrmedien kochen s.o.):
- Agar auf 50 °C im Wasserbad abkiihlen
- Antibiotikastammldsung zugeben (je nach benétigter Konzentration)
- Schiitteln
- Platten giefen

Durchfiihrung:

Die Proben wurden je nach Aggregatzustand unterschiedlich flir die MHK-Bestimmung
vorbereitet. Die fliissigen Proben wurden mit einem sterilen Drigalskispatel auf DEV-
Nahragarplatten ausgespatelt. Die festen Proben wurden zur Aufarbeitung nach DIN 38414-4 in
entmineralisiertem Wasser eluiert, bevor sie nach Abtrennung von der festen Phase auf den
DEV-Nihragarplatten ausgespatelt wurden.

Von den auf DEV-Nihragarplatten isolierten Bakterienstimmen wurden drei bis fiinf
Einzelkolonien abgenommen und in 10 ml Ringerldsung suspendiert. Nach 2 Stunden
Inkubationszeit wurden von dieser Bakterienlosung je Sul auf die Agarplatten aufgetropft (pro
Agarplatte 3 Proben und 1 Kontrollstamm). Als antibiotikasensible Kontrollstimme wurden auf
jeder Agarplatte entweder Enterococcus faecalis (DSM 2570) oder Pseudomonas aeruginosa
(DSM 1117) mitgefiihrt. Nach der Inkubationszeit von 48 h bei 20°C im Brutschrank wurden die
Kolonien auf ihr Wachstum tiberpriift. Die geringste Konzentration des Antibiotikums, bei der
kein koloniebildendes Wachstum an der Auftragsstelle zu sehen war, wird als minimale
Hemmkonzentration (MHK) der Probe bezeichnet. Laut DIN-Norm sind ,,kaum sichtbares
Minimalwachstum* sowie ,,wenige nadelspitzengrof3e Einzelkolonien* zu vernachlissigen [DIN

58940-4] (Abb. 3.4.1).
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kein Wachstum minimales Wachstum koloniebildenende Einheiten
Kontrollstamm antibiotikasensible Probe antibiotikaresistente Probe
Enterococcus faecalis

Abb. 3.4.1: Beispiel eines Ergebnisses einer MHK-Bestimmung

3.5 Nachweis von Resistenzgenen mit der PCR

Die PCR ist eine enzymatische Reaktion zur Vermehrung (Amplifikation) eines bestimmten
DNA-Abschnittes. Der zu amplifizierende DNA-Abschnitt wird von zwei Oligonukleotiden, den
Primern, begrenzt, die als Anfangs- bzw. Endpunkt der zu vermehrenden Sequenz dienen. Die
Primer sind so orientiert, das sie die gegeniiberliegenden Strange des DNA-Doppelstranges
begrenzen, so dass die eingesetzte Polymerase den komplementéren Strang zur Vorlage
(Template) des Einzelstranges aufbaut. Jeder neue Strang kann so auch als Template dienen, so
dass nur der von den Primern begrenzte DNA-Abschnitt vermehrt wird. Dieser wird durch die
Temperaturfiihrung der PCR mit stindiger Wiederholung der Denaturierung, Primerannealing
(Anlagerung der Primer) und DNA-Extension (Polymerisation) exponetiell vermehrt (Abb.
3.4.1). Die Enden des amplifizierten DNA-Stranges entsprechen exakt den Primern.
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Prirmer
Folyrmerisation
700c T
DMA
50°C Q6°C
Annedling = ,
Denaturierung
DNA
Prirner  —
Verdopipelte DNA

Abb. 3.5.1: Schematischer Verlauf eines PCR-Zyklus

Gerite:

PCR:
Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 / Bj. "96, Perkin Elmer, Seriennr. N-03417

Abb. 3.5.2: Thermocycler fiir die PCR
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Gelektrophorese:
Elektrophoresekammer Typ Agagel G45, Biometra, Seriennr. 6457346

" ] ]
Abb. 3.5.3: Elektrophoresekammer fiir Gelelektrophorese

Brutschrank:
Brutschrank, Binder, Seriennr. 05-77620

Sterilbank:
Prettl-Sicherheitswerkbank Typ MRF 1600, Goller Reinraumtechnik

Wasserbéder:
Schiittelwasserbad Typ 1083 / Bj. '97, GFL, Seriennr. 11333797 J

Wasserbad Typ 1008, GFL, Seriennr. 10406088 C

Zentrifugen:

Tischzentrifuge Biofuge Pico / Bj. "97, Heraeus, Seriennr. 258119
Tischzentrifuge 1.0R / Bj. ‘05, Kendro, Fabr.-Nr. 40483465

Autoklav:

Néhrmedienautoklav Varioklav Typ 500 Tisch, Bj. 1997, H + P Labortechnik,
Seriennr. 59351296

UV-Tisch:
Transluminator TI 1, Biometra, Seriennr. 9411005
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Chemikalien:

- Agarose (amresco, 0710-100G)

- Dye Solution (Promega)

- Ethanol, 100% (Merck, 1.00986.2500)

- Ethanol 70%

- Ethidiumbromid (amresco X328-10ML) (Biometra 10mg/1)
- Lysozym (ICN, 100834)

- Natriumdodecylsulfat (ICN, 811036)

- Proteinase K, Losung (Merck, 1.07393.0010)

- PVPP = Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma, P-6755)

- Ribonuclease A, Losung in Glycerol (Sigma, R-4642)
- Sodium Acetat Buffer Solution, 3M (Sigma, S-7899)
- Titriplex IIIl = EDTA (Merck, 1.08418.0250)

- Tris-Base = Tris (hydroxylmethyl)-aminomethan (Merck, 1.01549.0500)
- Tris-HCI (Fluka, 93363)

- NaCl (Merck 1.06404)

- AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems, N808-0160)
- 10x PCR-Buffer (Applied Biosystems, N808-0160)

- DNA E.coli (Sigma, D-0421)

- GeneAmp dNTPs (Applied Biosystems, N808-0007)
- Lambda DNA/EcoR1 + Hind III (Sigma, D-9281)

- Primer (Ribo-2, Biometra, # 40429/40430)

- Primer (Tet H, Biometra, # 40332/40333)

- Primer (Tet L, Biometra, # 40197/40198)

- Primer (Tet M, Biometra, # 40199/40200)

- Primer (Tet O, Biometra, # 40334/40335)

- Primer (Tet Q, Biometra, # 40201/40202)

- Primer (Tet W, Biometra, # 40336/40337)

- Primer (Sul 1, Biometra, # 40475/40476)

- Primer (Sul 2, Biometra, # 40477/40478)

- Primer (Sul 3, Biometra, # 40479/40480)

- Ribonuclease A, Losung in Glycerol (Sigma R-4642)
- QIAamp DNA Blood Kit 50 (Qiagen, 51104)

Losungen:

PCR-Aufarbeitung

TE-Puffer (100 ml):
- 0,1576 g Tris-HCI (Fluka 93363) und

0,0372 g Titriplex III (EDTA - Merck 1.08418) einwiegen
- in bidest. (< 100 ml) l6sen
- pH auf 7,5 einstellen und auf 100 ml mit bidest. auffiillen
- autoklavieren

Extraktionspuffer (1 Liter):
- 7,88 g Tris-HCI (Fluka 93363) 50 mM,
0,73 g Titriplex III (EDTA - Merck 1.08418) 1 mM und
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5,8 g NaCl (Merck 1.06404) 100 mM einwiegen
- in <I Liter bidest. 16sen
- pH auf 8,0 einstellen und auf 1 Liter mit bidest. auffiillen
- autoklavieren

Lysozym-Losung (10 ml):

- 150 mg Lysozym (ICN 100834) unter sterilen Bedingungen in einem kleinen Gefdl einwiegen
- in 10 ml Extraktionspuffer 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (Titriplex III), 100 mM NaCl 16sen

10% SDS Losung (10 ml):

- 1 g Natriumdodecylsulfat (ICN 811036) unter sterilen Bedingungen in einem kleinen Gefal3
einwiegen

- in 10 ml Extraktionspuffer 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (Titriplex III), 100 mM NacCl l6sen

PCR

Primer 1:10 (100 pl):

- unter sterilen Bedingungen (Sterilbank) arbeiten

- 90 pl steriles bidest. in steriles Reaktionsgefal fiillen
- 10 pl Primer dazugeben

dNTP-Mix (200 pl):
- unter sterilen Bedingungen (Sterilbank) arbeiten
- 100 pl steriles bidest. in steriles ReaktionsgefaB fiillen
- 25 ul dATP,
25 ul dCTP,
25 ul dGTP und
25 ul dTTP (GeneAmps dNTPs, Perkin Elmer N808-0007) dazugeben

Gelelektrophorese

50x TAE-Buffer (1 Liter):

Erstellen einer 0,5 M EDTA-L6sung:

- 18,612 g Titriplex III (Merck 1.08418) einwiegen
- in <100 ml bidest. losen

- pH auf 8,0 einstellen und auf 100 ml auffiillen

- autoklavieren

- 242,0 g Tris-Base (Merck 1.01549) einwiegen

- 57,1 ml Essigsdure (Merck 1.00063) dazugeben

- 100 ml 0,5 M EDTA-L6sung (s.0.) dazugeben

- auf <1 Liter mit bidest. Auffiillen

- pH auf 8,5 einstellen und auf 1 Liter mit bidest. auffiillen
- ggf. autoklavieren
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3.5.1. Durchfihrung der Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung wurde nach einem Verfahren durchgefiihrt, das am IfW entwickelt

worden ist [Kilb et al. 1998].

Lyse der Bakterienzellen

Bei fliissigem Probenmaterial (Wasserproben), wurde die Probe durch einen sterilen 0,22 um-
Filter filtriert. Der Filter wurde auf einem sterilen Uhrglas mit einem Skalpell zerkleinert und die
Stiicke in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 gegeben. Bei einer festen Probe (Bodenprobe) wurde mit
einem sterilen Spatel in ein 1,5 ml Reaktionsgefall eingewogen. Kolonien von Agarplatten
(Bakterienstimme) wurden mit einer Impfose vom Nahrmedium abgenommen und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal tiberfiihrt. Den Proben wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaB3en zuerst 480 pl
Lysozym zugegeben und 2h bei 37°C inkubiert, dann werde 120 ul Natriumdodecylsulfat (SDS)
zugegeben und noch mal 30 min bei 37°C inkubiert. Um sicher zu gehen, dass alle Zellen
aufgebrochen worden sind, wurde die Probe noch durch fiinfmaliges Einfrieren (Trockeneis) und

Auftauen lysiert.

DNA-Extraktion mit Qiagen-Kit (QlIAamp DNA Blood Kit 50)

3ul RNAse wurden zur Probe gegeben und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von
Proteinkinase (1/10 des Probenvolumens) und einer Pufferlosung (Volumen wie Probemenge)
wurde fiir 10 min bei 56°C inkubiert. Es wurde 100%iges Ethanol zugegeben und die Probe
wurde in 635 pl Portionen auf eine Sdule aufgetragen und je 1 min (8000 rpm, 20°C)
zentrifugiert, bis die Probe verbraucht war. Die DNA befand sich dann auf der Sédule. Es wurde
mehrmals mit Pufferlosungen nachgespiilt und die Flussigkeit durch Zentrifugation durch die
Séule gedriickt. Mit einer anderen Pufferldsung wurde dann die DNA von der Séule abgelost
(eluiert) und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt. Nach Zugabe von 20 pl Natriumacatat und
440 pl 100%igem Ethanol trat die Ethanolféllung {iber Nacht im Gefrierfach ein. Durch die
Zentrifugation mit 15000 rpm bei 4°C fiir 45 min hatte sich die DNA am Rand des 1,5 ml
ReaktionsgefdBes abgesetzt. Das Ethanol wurden abpipettiert. Nach Zugabe von 600 ul 70%igen
Ethanol wurde erneut fiir 15 min zentrifugiert und das Ethanol wieder abpipettiert. Das

Reaktionsgefal wurde zum Trocknen offen stehen gelassen und nach der Zugabe von TE-Puffer
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wurde das DNA-Pellet durch Schnippen vom Rand gelost. Die Probe wurde bis zur

Weiterverwendung auf Eis gelagert.

3.5.2. Durchfihrung der DNA-Amplifikation (PCR)

Der 100 pl PCR-Ansatz setzt sich aus 89,5 ul Mastermix (der Master Mix besteht aus 10 pl
10fach PCR-Puffer, 10 ul BSA-Lsg., 16 ul ANTP-Mix, jeweils 5 pl Primer FW und Primer RV
(1:10 verdiinnt) und 43,5 pul sterilem Wasser), 10 ul Probe (wenn weniger eingesetzt wird, wird
mit TE-Puffer auf 10ul aufgefiillt) und 0,5 pl Polymerase zusammen.

Die Auswahl der Resistenzgene gegen Chlortetracyclin, die tiberpriift werden sollten, aus dem
Pool der iiber 30 heute bekannten Resistenzgene erfolgte nach eingehender Literaturrecherche.
Die Kriterien zur Auswahl waren Vorkommen in der Umwelt, Sequenz der PCR-Primer und
Ergebnisse anderer Studien in bezug auf Wiederfindung und Verbreitung der Resistenzgene. Fiir
die Tetracyclinresistenz wurden 6 Gene ausgewdhlt: die Primerpaare fiir Tet H und Tet L
(Efflux-Resistenzgene), sowie fiir die RPP-Resistenzgene Tet M, Tet O, Tet Q und Tet W
wurden eingesetzt. Des weiteren wurde auch ein degeneriertes Primerpaar, Ribo-2 eingesetzt,

das ein Amplicon der RPP-Resistenzgene Tet M, O, P, Q, S, T, und W (Tab.3.5.2.1) amplifiziert.
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Tab. 3.5.2.1: Primerpaare fiir verschiedene Tetracyclin-Resistenzgene [Aminov et al. 2000, Aminov et al.
2002, Aarestrup et al. 2002, Yu et al. 2005, Agerso et al. 2005]

TetR-Gen Mechanismus Sequenz der Primer (5°-3") annealing(°C)| Amplicon(bp)

TetH Efflux  [FW: CAGTGAAAATTCACTGGCAAC 61 185
RV: ATCCAAAGTGTGGTTGAGAAT

Tet L Efflux  [FW: CATTTGGTCTTATTGGATCG 50 488
RV: ATTACACTTCCGATTTCGG

TetM RPP FW: ACAGAAAGCTTATTATATAAC 55 171
RV: TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

Tet O RPP FW: ACGGARAGTTTATTGTATACC 60 171
RV: TGGCGTATCTATAATGTTGAC

Tet Q RPP FW: AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG 63 169
RV: CGGAGTGTCAATGATATTGCA

Tet W RPP FW: GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 64 168
RV: GGGCGTATCCACAATGTTAAC

TetM,0,P,Q,S, T, W RPP FW: GGMCAYRTGGATTTYWTIGC 52 1315

RV: TCIGMIGGIGTRCTIRCIGGRC

Fiir die Sulfonamid-Resistenz wurden die Primerpaare fiir die drei in der Literatur beschriebenen

Resistenzgene Sul 1, Sul 2 und Sul 3 eingesetzt (Tab. 3.5.2.2) [Boerlin et al. 2005].

Tab. 3.5.2.2: Primerpaare der Sulfonamid-Resistenzgene [Boerlin 2005 et al.]

SulR-Gen Sequenz der Primer (5°-3") annealing (°C)| amplicon (bp)
Sul 1 FW: GTGACGGTGTTCGGCATTCT 68 779
RV: TCCGAGAAGGTGATTGCGCT
Sul 2 FW: CGGCATCGTCAACATAACCT 66 721
RV: TGTGCGGATGAAGTCAGCTC
Sul 3 FW: GAGCAAGATTTTTGGAATCG 51 880

RV: CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

Fiir jedes einzelne Primerpaar wurde ein Temperaturprogramm mit der entsprechenden

annealing Temperatur erstellt. Die annealing-Temperaturen sind zusammen mit der Sequenz der

Primer und der Grof3e des Amplicons in den Tabellen 3.5.2.1 und 3.5.2.2 aufgelistet. Die

Temperaturprogramme wurden aus der Literatur iibernommen und in manchen Féllen leicht

modifiziert. Grundsétzlich wurden die Temperaturprogramme bis auf die annealing Temperatur

immer gleich aufgebaut. Sie laufen nach folgendem Schema ab:
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- Denaturierung der DNA bei 94°C fiir 4 min
- 30 Zyklen der Anreicherung des entsprechenden Amplicons mit:
— Denaturierung bei 94°C fiir 30 sec
— Primer-annealing bei entsprechender Temperatur fiir 30 sec (siche Tab. 3.5.2.1 und
3.52.2)
— Extension bei 72°C fiir 30 sec

- Extension bei 72°C fir 7 min

Die PCR mit dem degenerierten Primerpaar Ribo-2 wurde mit einer etwas modifizierten
Temperaturfithrung durchgefiihrt, der sogenannten touchdown PCR [Yu et al. 2005]. Nach der
ersten Denaturierung bei 94°C fiir 4 min folgten zuerst 5 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir
30 sec, annealing bei 56°C (bei jedem Zyklus 1°C weniger, daher touchdown) fiir 90 sec und
abschlieBender Extension bei 72°C fiir 60 sec. Daran schlossen sich 40 Zyklen der normalen
Anreicherung des Amplicons an: Denaturierung bei 94°C fiir 30 sec, annealing bei 52°C fiir 90
sec, Extension bei 72°C fiir 30 sec. Zum Schluss gab es noch die abschlieBende Extension bei
72°C fiir 7 min. Die einzelnen Temperaturprogramme sind in Anhang D dokumentiert. Nach der

PCR wurden die Produkte zur Analyse auf ein Agarosegel gebracht.

Zur Gelelektrophorese wurde ein 1,2%iges Agarosegel, das mit 5 pl Ethidiumbromid zum
Anfarben von doppelstrangiger DNA versetzt wird, eingesetzt. Die Taschen des Gels wurden mit
den Proben (10 pl und 4 pl Farbe —Losung (Dye)) und einem GroBenmarker (Lambda DNA
EcoR I Hind IIT Digest von Sigma) beladen und 30 min eine Spannung von 72-76 V angelegt.
Zur Auswertung wurde das Gel mit UV-Licht angestrahlt und ein Foto gemacht.

3.6 Untersuchte Proben und Bakterienisolate

3.6.1 Proben und Bakterienisolate aus dem Saulenversuch

Der Transport der Antibiotika CTC und SFD wurde in einem Saulenversuch untersucht (siche
Kapitel 1.2) [Biichner 2006]. Begleitend wurden die in Kapitel 3.2 und 3.3 beschriebenen
Verfahren zur Bestimmung der KBE-Zahl und der Esterase-Aktivitit fiir die mikrobiologischen

Untersuchungen eingesetzt. Im Sdulenversuch wurde in einer 1 m hohen Glassidule mit einem
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Durchmesser von 45 cm ein Ackerboden mit verschiedenen Bodenschichten, mit Giille, der CTC
und SFD zugesetzt worden ist, beaufschlagt und dann definierte Regenereignisse simuliert (Abb.
3.6.1.1). Die Giille und der Boden sind sowohl vor als auch nach dem Versuch und
Sickerwasserproben der vier Starkregenereignisse wihrend des Versuches mikrobiologisch
untersucht worden. Um den Anteil der resistenten Bakterien zu bestimmen, sind Agarplatten bei
der KBE-Zahl-Bestimmung mit Antibiotika versetzt und die KBE-Zahl mit antibiotikafreien
Agarplatten in Bezug gesetzt worden. Zur Bestimmung der Resistenzgene in den verschiedenen

Kompartimenten ist die PCR mit spezifischen Primerpaaren angewendet worden.

Beregnungsanlage

Kiesschicht

Boden mit eingearbeiteter Giille

Filterkies

e

| =

= = ‘l _i;-'i'-'.__' j* !
¥ - 1

Abb. 3.6.1.1: Versuchssiule [Biichner 2006]

Die Giille, die im Sédulenversuch eingesetzt worden ist, wurde vom Schweinmastbetrieb Haus
Diisse erhalten. Hier wurden die Ausscheidungen von Mastschweinen in einem Tank gesammelt.
Die Probe ist liber einen Zeitraum von weiteren 6 Monaten im Kiihlschrank bei ca. 8°C gelagert
worden. In einer Analyse am IfW konnten kein CTC und kein SFD in der Giille nachgewiesen
werden. Der Giille wurde daher vor dem Versuch CTC und SFD in Mengen zugegeben, die
realen Bedingungen auf mit Giille gediingten Ackern entsprechen. Der Boden, der in die Siule
eingebaut worden ist, wurde von einem iiber Jahre brach liegendem Acker genommen. Der

eingesetzte Boden ist vor und nach dem Sdulenversuch beprobt worden. Wahrend der
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verschiedenen Beregningen wurden nur die vier Starkregenereignisse beprobt, da nur bei diesen

Ereignissen genug Sickerwasser gewonnen werden konnte.

Tab. 3.6.1.1: Proben und Bakterienisolate aus dem Saulenversuch

Bezeichnung| Probenart Probenahmestelle Datum Bemerkungen
Gille (Dusse) Giulle Glille pur (Disse) 22.12.2005
Iso-Glll Isolat Isolat v. Gillle (Disse) 22.12.2005 DEV
Entero Isolat Isolat v. Gille (Disse) 22.12.2005 Enterokokkenselektivagar
Coli Isolat Isolat v. Gillle (Diusse) 22.12.2005 Endoagar
BO vor Boden Boden vorher 22.12.2005
SR1 Sickerwasser SR1 09.01.2006 eingewogen
SR2 Sickerwasser SR2 23.01.2006 zentrifugiert
SR2a Isolat SR2 23.01.2006 DEV
SR2b Isolat SR2 23.01.2006 DEV
SR2c Isolat SR2 23.01.2006 DEV
BO 0-5 Boden nachher T 0-5 cm 06.03.2006
BO 5-10 Boden nachher T 5-10 cm 06.03.2006
BO 10-20 Boden nachher T 10-20 cm 06.03.2006
BO 20-30 Boden nachher T 20-30 cm 06.03.2006
BO 40-50 Boden nachher T 40-50 cm 06.03.2006

3.6.2 Proben und Bakterienisolate aus dem Freilandversuch

Zudem wurden Proben aus einem Projekt der Uni Paderborn mikrobiologisch untersucht. Bei
diesem Projekt wurde ein jahrelang brach liegender Acker als Versuchsacker genutzt. Auf dem
Acker wurden verschiedene Kulturpflanzen ausgesét und der Acker wurde mit Giille von mit
CTC und SFD medikamentierten Schweinen beaufschlagt [Grote et al. 2006]. AuBer den
Bodenproben wurden auch Giilleproben, die zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Medikation
entnommen wurden, untersucht. Die Bodenproben wurden als Mischproben aus einer Tiefe von
0-25 cm entnommen. Die Bodenproben sind bis zur Weiterverwendung bei 8°C im Kiihlschrank
gelagert worden. Zur Aufarbeitung wurden die Bodenproben nach DIN 38414 S 4 in
entmineralisiertem Wasser eluiert. Nach dem Absetzen der Schwebstoffe wird 1 ml des Eluats
auf DEV-Agar ausgespatelt. Die auf antibiotikafreiem DEV-Agar kultivierten Mikroorganismen

wurden fiir die weiteren Untersuchungen eingesetzt.
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Tab. 3.6.2.1: Proben und Bakterienisolate aus dem Freilandversuch

Bezeichnung| Probenart Probenahmestelle Datum Bemerkungen
GG Giulle Gulle Paderborn 30.08.2001 Sammelprobe 1l 1. Med.
GG I Isolat d. Gulle Gulle Paderborn 30.08.2001 DEV
G4G Gulle Gulle Paderborn 31.10.2001 Sammelprobe 1V 1. Med.
G5G Gulle Gulle Paderborn 29.11.2001 Sammelprobe V 1. Med.
BO1G Boden Feld 2 (0-25 cm) 12.03.2002 0-Probe
BO2G Boden Feld 2 (0-25 cm) 19.03.2002 1. Gillegabe
BO3G Boden Feld 2 (0-25 cm) 15.04.2002
BO4G Boden Feld 2 (0-25 cm) 22.04.2002 2. Glllegabe
BO5G Boden Feld 2 (0-25 cm) 15.05.2002
BO6G Boden Feld 2 (0-25 cm) 17.07.2002
BO7G Boden Feld 2 (0-25 cm) 20.08.2002

3.6.3 Bakterienisolate aus Batchversuchen

Innerhalb einer Bachelorarbeit wurden 2005 am I[fW Batchversuche in Anlehnung an den OECD

M-Test durchgefiihrt [Kutzera 2005]. Bei diesen Versuchen wurden die Auswirkungen von SFD

und CTC auf die mikrobielle Besiedlung von Umweltproben und deren Abbau untersucht.

Hierbei wurden Nihrmedien mit Umweltproben (Wasser, Boden) und den Testsubstanzen

versetzt und die Konzentrationen der Testsubstanzen in regelmifBigen Absténden bestimmt.

Gleichzeitig wurden Kulturen vereinzelter in den Ansétzen vorhandenen Mikroorganismen

angelegt und die Resistenz der Bakterienisolate gegen CTC und SFD untersucht.

Tab. 3.6.3.1: Liste der Bakterienisolate aus Batchversuchen

Bezeichnung| Probenart Probenahmestelle Datum Bemerkungen
Bl 1 MM Isolat Grundwasser, Nr. 9 09.02.2006 wachst mit CTC
Bl 2 MM Isolat Boden, Nr. 88 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 3 MM Isolat Grundwasser, Nr. 20 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 4 MM Isolat Oberflachenw., Nr. 55 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 5 MM Isolat Oberflachenw., Nr. 44 09.02.2006 wachst mit CTC
Bl 6 MM Isolat Boden, Nr. 77 09.02.2006 wachst mit CTC
Bl 7 MM Isolat Boden, Nr. 77 09.02.2006 wachst mit CTC
Bl 8 MM Isolat Boden, Nr. 77 09.02.2006 wachst mit CTC
Bl 10 MM Isolat Boden, Nr. 88 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 11 MM Isolat Oberflachenw., Nr. 55 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 13 MM Isolat Grundwasser, Nr. 20 09.02.2006 wachst mit SFD
Bl 19 MM Isolat Grundwasser, Nr. 20 09.02.2006 wachst mit CTC
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3.6.4 Bakterienisolate von Umweltproben

In eigener Probennahme wurden Bodenproben von verschiedenen landwirtschaftlich genutzten

Ackern im Raum Dorsten genommen. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Kapitel 3.6.2

beschrieben nach DIN 38414 S 4. Im Raum Dorsten wurden auch zwei Grundwasserproben

genommen. Sie wurden einen Tag im Kiihlschrank bei 8°C gelagert und dann auf DEV-Agar

ausgespatelt. Eine Oberflichenwasserprobe wurde im Raum Schwerte aus der Ruhr und zwei

weitere aus Zufliissen der Ruhr genommen. Zwei Oberflichenwasserproben wurden aus zwei

kleinen Bichen im Raum Dorsten, die in direkter Ndhe zu landwirtschaftlich genutzten Flachen

liegen, genommen. Auch die Oberflichenwasserproben wurden einen Tag im Kiihlschrank

gelagert und dann auf DEV-Agar ausgespatelt. Zur weiteren Analyse wurden die

Bakterienisolate aus den Proben verwendet.

Tab. 3.6.4.1: Bakterienisolate von Umweltproben

Bezeichnung| Probenart Probenahmestelle Datum Bemerkungen
ow1 Isolat Ruhr, Hengsen 27.04.2006 Oberflachenw., klar
Oow 2 Isolat Gehrenbach, Schwerte 27.04.2006 Oberflachenw., trib
Oow 3 Isolat Baarbach unterhalb KLA 27.04.2006 Oberflachenw., trib
ow 4 Isolat Schoélzbach Dorsten 13.05.2006 Oberflachenw., trib
ow 5 Isolat Erdbach Altendorf 14.05.2006 Oberflachenw., klar
GW1 Isolat Brunnen 1 Dorsten 13.05.2006 Grundwasser, trib
GW 2 Isolat Brunnen 2 Dorsten 14.05.2006 Grundwasser, klar

BO1 Isolat Acker Polsumer Weg 12.05.2006 Boden, bepflanzt
BO2 Isolat Acker Rotes Venn 12.05.2006 Boden, unbepflanzt
BO3 Isolat Acker Tonsholt A 12.05.2006 Boden, unbepflanzt
BO4 Isolat Acker Ténsholt B 12.05.2006 Boden, unbepflanzt
BO5 Isolat Acker In der Venne 12.05.2006 Boden, bepflanzt
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen zum

Saulenversuch

Die Ergebnisse des Sdulenversuchs miissen unter Beriicksichtigung der Bedingungen in der
Sdule interpretiert werden, die sich nach dem ersten Starkregenereignis verdanderten. Der Giille-
und damit verbundene Néhrstoffeintrag fiihrte im Boden zu verstirkter mikrobieller Aktivitét, so
dass der vorhandenen Sauerstoff verbraucht wurde. Es bildete sich dadurch mehr und mehr ein
anaerobes Milieu, in dessen Folge es zur Ausfillung von zweiwertigem Eisen kam [Biichner

2006]. Dies fiihrte zu einer nicht abschétzbaren Beeinflussung der Mikroorganismen.

4.1.1 KBE-Zahlen

Die Zahl vermehrungsfahigen Zellen ist in der aufgebrachten Giille mit tiber 41 Mio KBE/ml auf
DEV-Agar sehr hoch (Ergebnisse in Anhang E). Aber auch im Boden, der in die Sdule eingebaut
wird, lag die Zahl mit iiber 4 Mio KBE/ml hoch. Nach verschiedenen Beregnungen wurde der
Boden 10 Wochen spéter wieder ausgebaut und die Zahl der Mikroorganismen hatte sich im
Boden geringfiigig auf 1,8 Mio KBE/ml auf DEV-Agar verringert (Abb. 4.1.1.1). Die
Sickerwasserproben zeigten deutlich geringere Zahlen koloniebildender Einheiten. In der ersten
Probe wurden noch knapp 80.000 KBE/ml mit dem Sickerwasser ausgetragen. In den Proben
SR2, SR3 und SR4 wurden nur 3.000-8.000 KBE/ml gemessen.
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Abb. 4.1.1.1: KBE-Zahlen von Giille und Boden aus dem Séulenversuch

Die KBE-Zahlen auf R2A-Agar sind bis auf leichte Abweichungen zu den KBE-Zahlen auf
DEV-Agar gleich (siche Anhang E). Die KBE-Zahlen auf Endo-Agar, die die Besiedlung mit
coliformen Bakterien und E.coli zeigt, sind gering. Nur bei der Giilleprobe liegt die Zahl mit
1.750 KBE/ml hoch. In den Sickerwasserproben waren nur einzelne Kolonien nachweisbar. Im
Boden sind vor und nach dem Séulenversuch keine coliformen Bakterien und E.coli

nachweisbar.

Berechnet man aus den KBE-Zahlen die prozentualen Anteile CTC-resistenter Mikroorganismen
auf DEV-Agar erhélt man die in Abb. 4.1.1.2 dokumentierten Ergebnisse. Die KBE-Zahlen der
auf Ndhrmedien denen iCTC und SFD zugesetzt wurden entsprechen zumeist den KBE-Zahlen
der Ndhrmedien ohne Antibiotikazusatz oder iibersteigen diese sogar. Die berechneten

prozentualen Anteile sind daher wenig aussagekriftig und daher nicht aufgefiihrt.
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Abb. 4.1.1.2: Prozentanteil CTC-resistenter Mikroorganismen auf DEV-Agar

Im Boden, der in die Sdule eingebaut worden ist, waren vor dem Sédulenversuch keine CTC-
resistenten Mikroorganismen vorhanden. In der Giille wurden CTC-resistente Mikroorganismen
zu einem Anteil von 11,3% nachgewiesen (Abb. 4.1.1.2). Nur in der Sickerwasserprobe vom
Starkregen 2 wurden 3,8% CTC-resistente Mikroorganismen nachgewiesen, in den anderen
Sickerwasserproben waren keine vorhanden. Im nach Beendigung des Versuchs ausgebauten
Boden wurden 1,1% CTC-resistente Mikroorganismen nachgewiesen. In der eingesetzten Giille
konnten iiber 4 Mio KBE/ml CTC-resistente Mikroorganismen nachgewiesen werden. Im Boden

nach dem Versuch waren 20.000 KBE/ml CTC-resistente zu finden (Anhang E).

4.1.2 Esterase-Aktivitaten

Die Esterase-Aktivitit der aufgebrachten Giille war mit 29239,47 ng/ml/h sehr hoch. Die geringe
Esterase-Aktivitdt des Bodens von 35,4 ng/ml/h vor dem Versuch, war bis zum Ende des
Versuches nur wenig auf 108-190 ng/ml/h (je nach Bodentiefe) erhdht. In den hoheren
Bodenschichten ist die Esterase-Aktivitdt mit 190,49 ng/ml/h bei 5-10 cm Bodentiefe und 140,55
ng/ml/h bei 0-5 cm Bodentiefe nur leicht erhoht gegentiber der Esterase-Aktivitét in den unteren
Bodenschichten mit Werten von 108,67 ng/ml/h in 10-20 cm Tiefe, 126,04 ng/ml/h in 20-30 cm
Tiefe und 117,33 ng/ml/h in 40-50 cm Tiefe (Abb. 4.1.2.1). Die Werte 2-5 ng/ml/h der

Sickerwasserproben sind als sehr gering einzustufen.
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Abb. 4.1.2.1: Logarithmische Darstellung der Esterase-Aktivititen der Proben aus dem S&ulenversuch

4.1.3 MHK isolierter Bakterien

CTC-resistente Mikroorganismen wurden in der Giille nachgewiesen. Die Einzelkolonien aus der
Giille, die auf Enterokokken-Selektivagar und E.coli-Selektivagar (Endo-Agar) kultiviert
wurden, wurden auch als resistent eingestuft. Sowohl aus der Giille isolierten Enterokokken als
auch die coliformen Bakterien und E.coli sind CTC-resistent (Tab. 4.1.3.1). Die SR2a-Iso, SR2b-
Iso und SR2c-Iso waren Bakterienisolate von Einzelkolonien einer Sickerwasserprobe, die beim
2. Starkregenereignis des Sdulenversuches genommen worden ist. Die analysierten

Bakterienisolate waren sensibel gegeniiber Chlortetracyclin.

Tab. 4.1.3.1: Ergebnisse der MHK-Bestimmung von Bakterienisolaten aus dem Séulenversuch

Bakterienisolat MHK in mg/| Ergebnis MHK-Best.
DEV-Isolat der Giille > 32 resistent
Enterokokken-Isolat der Gulle 8 resistent
Endo-Agar-Isolat der Gille 16 resistent
DEV-Isolat a von SR2 <1 sensibel
DEV-Isolat b von SR2 <1 sensibel
DEV-Isolat c von SR2 <1 sensibel
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4.1.4 Nachweis von Resistenzgenen mit der PCR

1 2 3 M

Abb. 4.1.4.1: Banden mit Ribo-2-Primern auf Agarosegel (1: Giille pur, 2: DEV-Isolat der Giille, 3: neg.
Kontrolle, M: Marker)

Tab. 4.1.4.1: Ergebnisse der PCR von Proben und Bakterienisolaten aus dem Saulenversuch

Probe bzw. Bakterienisolat PCR mit Ribo-2 PCR mit Tet M

Gulle pur neg. -

DEV-Isolat der Gille pos. pos.

Enterokokken-Isolat der Gille pos. pos.
Endo-Agar-Isolat der Gillle neg. -
Boden vorher neg. -
SR1 neg. -

SR2 neg. neg.

DEV-Isolat a von SR2 neg. neg.

DEV-Isolat b von SR2 neg. neg.

DEV-Isolat ¢ von SR2 neg. neg.
Boden nachher T 0-5 cm neg. -
Boden nachher T 5-10 cm neg. -
Boden nachher T 10-20 cm neg. -
Boden nachher T 20-30 cm neg. -
Boden nachher T 40-50 cm neg. -

- : nicht untersucht

Mit dem degenerierten Primerpaar Ribo-2 wird ein PCR-Produkt mit einer Lange von 1000-1500
bp amplifiziert, wenn eines der RPP-Resistenzgene Tet M, O, P, Q, S, T oder W im Bakterium
vorhanden ist. Im Vergleich mit dem GroBenmarker zeigt sich eine solche Bande (Abb. 4.1.4.1).
In der Giille ist ein Tetracyclin-Resistenzgen der Klasse RPP vorhanden. Damit ist aber noch
nicht klar, um welches der RPP-Resistenzgene es sich handelt. Daher wurde die PCR mit den
Primerpaaren fiir Tet M, Tet O, Tet Q und Tet W wiederholt. In der Giilleprobe ergab die PCR
ein positives Ergebnis fiir Tet M, ein Amplicon mit einer Linge von ca. 170 bp (Abb. 4.1.4.2).
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Abb. 4.1.4.2: Banden von Tet M-Primern auf Agarosegel (1: DEV-Isolat von Giille 1 pl, 2: DEV-Isolat
von Giille 0,1 pl, 3: DEV-Isolat von Giille 0,01 pl, 4: neg. Kontrolle, M: Marker)

Da die Bande auf dem Agarosegel nur sehr schwach zu erkennen war, wurde das PCR-Produkt
von SEQLAB sequenziert worden. Beim Vergleich der Sequenz des amplifizierten DNA-
Stranges mit dem DNA-Strang den die Primer Tet M-FW und Tet M-RV amplifizieren, war eine
hohe Ubereinstimmung zu erkennen. Der amplifizierte DNA-Strang war Tet M. Die aus der
Giille isolierten Enterokokken zeigten auch ein PCR-Produkt mit einer Lange von ca. 170 bp, bei
dem es sich um das Tetracyclin-Resistenzgen Tet M handelt. Ein Tetracyclin-Resistenzgen aus
den E.coli-Isolaten der Giille konnte nicht nachgewiesen werden. In den Boden- und
Sickerwasserproben aus dem Sdulenversuch konnte keines der analysierten Tetracyclin-

Resistenzgene detektiert werden.

4.2 Resistenzuntersuchungen zum Freilandversuch

4.2.1 MHK isolierter Bakterien

Die isolierten Mikroorganismen aus der Giille haben eine MHK von > 32 mg/l und sind daher
eindeutig als resistent einzustufen (Tab. 4.2.1.1).

In 6 der 7 Bodenproben sind ebenfalls CTC-resistente Mikroorganismen nachweisbar. Die
einzige Bodenprobe, in der keine resistenten Mikroorganismen nachgewiesen wurden, ist Boden
1, die 0-Probe vor der ersten Giillebeaufschlagung. Die resistent eingestuften Proben Boden 2-7
wurden alle nach Beaufschlagung mit der Giille, die CTC-resistente Mikroorganismen enthalt

(s.0.), genommen.
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Tab. 4.2.1.1: Ergebnisse der MHK-Bestimmung von Bakterienisolaten aus dem Freilandversuch

Bakterienisolat MHK in mg/I Ergebnis MHK-Best.
Gulle pur - -
DEV-Isolat der Giille > 32 resistent
Probe 4 Gille pur 1 intermediar
Probe 5 Giille pur 1 intermediar
Boden 1 0-Probe 2 intermediar
Boden 2 1. Gillung > 32 resistent
Boden 3 nach 1.G. 16 resistent
Boden 4 2. Gillung > 32 resistent
Boden 5 nach 2.G. > 32 resistent
Boden 6 nach 2.G. > 32 resistent
Boden 7 nach 2.G. >32 resistent

- : nicht untersucht

4.2.2 Nachweis von Resistenzgenen mit der PCR

Tab. 4.2.2.1: Ergebnisse der PCR von Proben und Bakterienisolaten aus dem Freilandversuch

Probe bzw. Bakterienisolat PCR mit Ribo-2 PCR mit Tet M
Gulle pur pos. neg.
DEV-Isolat der Giille pos. pos.
Probe 4 Gille pur pos. -
Probe 5 Gille pur pos. -

Boden 1 0-Probe - -

Boden 2 1. Gillung neg. -
Boden 3 nach 1.G. neg. -
Boden 4 2. Gillung neg. -
Boden 5 nach 2.G. neg. -
Boden 6 nach 2.G. neg. -
Boden 7 nach 2.G. neg. -

- : nicht untersucht

Das positive Ergebnis mit den Ribo-2 Primern zeigt das in der Giille ein Tetracyclin-
Resistenzgen der Klasse RPP vorhanden ist (Abb. 4.2.2.1). Wurde die Giille pur in der PCR-
Aufarbeitung eingesetzt, konnte das Tet M nicht nachgewiesen werden. Die zuvor auf DEV-

Agar kultivierten Bakterienisolate aus der Giille zeigten ein Amplicon, dass Tet M entspricht.

In den Giilleproben Probe 4 und Probe 5, die auch Sammelproben aus dem Projekt in Paderborn
sind, wurde ein PCR-Produkt mit der richtigen Linge amplifiziert (Abb. 4.2.2.1). Damit wurde
auch in diesen Proben eine RPP-Resistenzgen nachgewiesen.

In den Bodenproben lieBen sich keine Tetracyclin-Resistenzgene nachweisen.
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Abb. 4.2.2.1: Banden mit Ribo-2-Primern auf Agarosegel (1: OW 5, 2: BO 3 MM, 3: BO 4 MM, 4: BO
5MM, 5: DEV-Isolat der Giille (Pad), M: Marker, 6: Endo-Isolat der Giille (Sdulenversuch), 7: Probe 4
Giille pur, 8: Probe 5 Giille pur, 9: neg. Kontrolle )

4.3 Resistenzuntersuchungen zum Batchversuch

4.3.1 MHK isolierter Bakterien

Zwei Bakterienisolate aus dem Batchversuch sind CTC-resistent. Beides sind Mikroorganismen
aus Bodenproben. Die anderen Bakterienisolate von Boden-, Grundwasser- und

Oberflachenwassermikroorganismen sind sensibel gegeniiber CTC.

Tab. 4.3.1.1: Ergebnisse der MHK-Bestimmung von Bakterienisolaten aus dem Batchversuch

Bakterienisolat MHK in mg/l Ergebnis MHK-Best.
Bl 1 MM (GW) <1 sensibel

Bl 5 MM (OW) <1 sensibel

Bl 6 MM (BO) <1 sensibel

Bl 7 MM (BO) >32 resistent

Bl 8 MM (BO) >32 resistent
Bl 19 MM (GW) <1 sensibel

4.3.2 Nachweis von Resistenzgenen mit der PCR

In keinem der Bakterienisolate konnte ein Tetracyclin-Resistenzgen nachgewiesen werden. Die
Isolate wurden dariiber hinaus auch mit den anderen am IfW vorhandenen Primerpaaren
analysiert. Es sind Analysen mit Tet H, Tet L, Tet O, Tet Q, Tet W, als auch mit Tet M und
Ribo-2, wie in Tabelle 4.3.2.1 gezeigt, durchgefiihrt worden. Auch dabei ist kein Tetracyclin-

Resistenzgen nachgewiesen worden.
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Tab. 4.3.2.1: Ergebnisse der PCR von Bakterienisolaten aus dem Batchversuch

Bakterienisolat PCR mit Ribo-2 PCR mit Tet M
Bl 1 MM (GW) neg. neg.

BI 5 MM (OW) neg. neg.

Bl 6 MM (BO) neg. neg.

Bl 7 MM (BO) neg. neg.

Bl 8 MM (BO) neg. neg.
Bl 19 MM (GW) neg. neg.

4.4 Resistenzuntersuchungen von Umweltproben

4.4.1 MHK isolierter Bakterien

Tab. 4.4.1.1: Ergebnisse der MHK-Bestimmung von Bakterienisolaten aus Umweltproben

Bakterienisolat MHK in mg/l Ergebnis MHK-Best.
owl 2 intermediar
ow 2 4 intermediar
ow 3 4 intermediar
ow 4 1 intermediar
Oow 5 8 resistent
GW 1 <1 sensibel
GW 2 2 intermediar

BO 1 MM 2 intermediar
BO 2 MM <1 sensibel
BO 3 MM <1 sensibel
BO 4 MM <1 sensibel
BO 5 MM <1 sensibel

Die Oberflichenwasserproben sind von ausgewéhlten Oberflichengewidssern genommen
worden, die in direkter Ndhe zu landwirtschaftlich genutzten Flachen liegen. Von den
Ackerbdden konnen durch Regen und Bewésserung Mikroorganismen aus der aufgebrachten
Giille oder aus dem Boden in die Gewisser eingetragen werden. Bei der Probe OW 5 sind CTC-
resistente Mikroorganismen in den Bakterienisolaten mit der MHK -Bestimmung nachweisbar.

Die Bakterienisolate der anderen Wasserproben sind als intermediér einzustufen.

Die aus den zwei Grundwasserproben kultivierten Bakterienisolate sind sensibel bzw.

intermediér gegeniiber Chlortetracyclin.

Die Bakterienisolate der Bodenproben sind sensibel (nur eine intermediér).
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4.4.2 Nachweis von Resistenzgenen mit der PCR

Tab. 4.4.2.1: Ergebnisse der PCR von Bakterienisolaten aus Umweltproben

Bakterienisolat PCR mit Ribo-2 PCR mit Tet M
ow1l neg. -
ow 2 neg. -
ow 3 neg. -
Oow 4 - -
ow 5 neg. -
GW 1 - -
GW 2 - -

BO 1 MM - -
BO 2 MM - -
BO 3 MM neg. -
BO 4 MM neg. -
BO 5 MM neg. -

- : nicht untersucht

In den Bakterienisolaten der Umweltproben konnte keines der analysierten Tetracyclin-

Resistenzgene amplifiziert werden. Da schon in der MHK-Bestimmung nur in einer Probe CTC-

resistente Mikroorganismen nachgewiesen wurden, wurde teilweise keine PCR mehr

durchgefiihrt.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 KBE-Zahl-Bestimmung

Die Bestimmung der Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) dient der Quantifizierung

der Lebendbakterienzahlen. Die Methode ist einfach und schnell durchzufiihren.

Die Bestimmung antibiotikaresistenter Mikroorganismen durch die Ermittlung der KBE-Zahlen
im Vergleich von antibiotikahaltigem und antibiotikafreiem Nahragar konnte nur fiir CTC-
resistente Mikroorganismen angewendet werden. Die Ndhrmedien denen iCTC und SFD
zugesetzt worden ist, zeigten keinen Unterschied beim Wachstum im Vergleich zu Ndhrmedien
ohne Antibiotikazusatz. Im Gegenteil, teilweise wuchsen auf den Nahrmedien mit SFD-Zusatz
sogar weitaus mehr Mikroorganismen als auf den SFD-freien, ebenso bei 1s0-CTC (siche
Anhang). Bei iCTC war dies zu erwarten, da das iCTC als Metabolit des eigentlichen
Wirkstoffes CTC keine antibiotische Wirkung aufweist [Thiele-Bruhn 2003a]. Bei SFD miisste
die antibiotische Wirksamkeit aber zu beobachten sein. Das dies nicht so ist, kann zum einen
daran liegen, das die Konzentration von 10 pg/ml beim Wirkstoff SFD zu gering ist, dass die
Mikroorganismen in ihrem Wachstum nicht beeinflusst werden. Ein weiterer Grund konnte sein,
das SFD im Nahrmedium nicht wirksam ist, weil es z. B. zersetzt oder an andere Stoffe fest
gebunden wird. Auch Kutzera 2005 stellte bei seinen Untersuchungen fest, dass SFD keine
hemmende Wirkung auf das Wachstum von Mikroorganismen auf Ndhrmedien hat. Es ist aber
zu vermuten, dass die antibiotische Wirkung des SFD weniger stark ist als die des CTC. Kutzera
2005 vermutete aullerdem, dass sich CTC und SFD in ihrem Sorptionsverhalten im Ndhrmedium
unterscheiden. Des SFD wird im Nédhrmedium starker sorbiert. Da gerade zu den Eigenschaften
und dem Verhalten von SFD noch sehr wenig bekannt ist, kann dieser Aspekt hier nicht

abschliefend geklért werden.

Bei den Ndhrmedien, denen CTC zugegeben worden ist, zeigt sich ein ganz anderes Bild. Eine
Konzentration von 10 pg/ml hemmt das Wachstum der Mikroorganismen. Mikroorganismen die

sensibel gegeniiber CTC sind bilden keine Kolonien auf dem CTC-Nidhrmedium aus. Durch
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Herstellung von Verdiinnungsreihen lassen sich die Zahlen resistenter Bakterien relativ genau
quantifizieren. Es konnen aber nur die auf DEV-Nédhrmedium kultivierbaren Mikroorganismen
erfasst werden. Durch Kultivierung auf selektiven Ndhrmedien, wie Endo-Agar oder

Enterokokken-Selektivagar, konnen aber definierte Bakterienklassen bestimmt werden.

5.1.2 Esterase-Aktivitat

Die Esterase-Aktivitit ist ein Summenparameter fiir die mikrobielle Aktivitit von
Umweltproben. Sie zeigt welchen Effekt eine Verdnderung in einer Probe auf die Aktivitit der
Mikroorganismen hat. Die Methode gibt aber keine genaue Zahl an, wie viele Mikroorganismen
vorhanden sind. Zusammen mit der Bestimmung der KBE-Zahlen ist eine quantitative Aussage
iiber den Effekt eingebrachter Stoffe auf die Aktivitit der Mikroorganismen moglich, da der
Vergleich der KBE-Zahlen mit der Aktivitdt der Probe mdglich ist.

5.1.3 MHK-Bestimmung

Die MHK-Bestimmung wurde fiir SFD mit verschiedenen Boden-, Wasser- und Giilleproben
durchgefiihrt. Es wurden DEV-Néhrmedien mit Konzentrationen von 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mg/l
hergestellt. Bei allen Konzentrationen konnte ein starkes Wachstum festgestellt werden. Es
wurden keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Konzentrationen sichtbar. Auch die
antibiotikasensiblen Referenzstimme Enterococcus faecalis (DSM 2570) und Pseudomonas
aeruginosa (DSM 1117) zeigten keine Beeinflussung des Wachstums bis zur hochsten
Konzentration von 64 mg/l. Eine Bestimmung der MHK in bezug auf SFD und iso-CTC ist aus
diesen Griinden nicht mdglich. Fiir die Bestimmung von SFD-resistenten Mikroorganismen

fehlen Standardvorgaben und Vergleichsdaten.

Die MHK-Bestimmung ldsst sich als genormte Methode jedoch gut zur Bestimmung CTC-
resistenter Organismen einsetzten. Die Unterscheidung von Wachstum und minimalem
Wachstum bzw. keinem Wachstum ist eindeutig bestimmbar (vergleiche Abb. 3.4.1.). Die
Methode ist einfach durchzufiihren, benétigt aber einen hohen Zeitaufwand, da die Proben vor
der Analyse noch kultiviert werden miissen. Zur Zeitersparnis kdnnte noch untersucht werden,
ob die Proben auch ohne vorherige Kultivierung in der MHK-Bestimmung eingesetzt werden

konnen.
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Uber die Zahl an resistenten Mikroorganismen kann die Methode allerdings keine Auskunft
geben. Die Bestimmung der MHK ist zur Bestimmung von resistenten Bakterien mit der
Einschrankung, dass nur die kultivierbaren Bakterien erfasst werden kénnen, geeignet. Mit
dieser Methode kann durch vorgehende Kultivierung auf entsprechendem Selektivndhragar die

resistenztragende Bakterienklasse bestimmt werden.

5.1.4 PCR

In keiner der in der PCR eingesetzten Proben und Bakterienisolate konnte ein Sulfonamid-

Resistenzgen amplifiziert werden.

Trotz Problemen mit den Matrizes Giille und Boden konnten Tetracyclin-Resistenzgene mit den
degenerierten Primern Ribo-2 und den spezifischen Primern Tet-M nachgewiesen werden. Die
Matrix der Giille- und Bodenproben bereitete durch die hohe Zahl an Storstoffe (Huminstoffe)

bei der PCR Probleme, die aber durch vorangestellte Kultivierung eliminiert werden konnten.

Da es sich bei dem Ribo-2 Primerpaar um ein stark degenerierten Primer handelt, ist ein falsch
positives Ergebnis denkbar. Auch wenn die Linge des Amplicons bei der Gelelektrophorese den
in der Literatur genannten 1000-1500 bp entspricht, ist das kein eindeutiger Beweis fiir die
Anwesenheit eines der RPP-Resistenzgene. Allerdings ist in den Giilleproben, die mit dem Ribo-
2 Primerpaar PCR-Produkte zeigten, auch mit dem Tet M-Primerpaar ein Amplicon mit der
richtigen Lénge von 170 bp analysiert worden. Dieses Primerpaar ist so spezifisch, das ein falsch
positives Ergebnis mit einer hohen Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden kann. Eine
Sequenzanalyse des mit der PCR amplifizierten Amplicons Tet M zeigte eindeutig, dass es sich

um Tet M handelt.

Die Probenaufarbeitung wurde fiir Wasserproben entwickelt und konnte daher auch zu
Problemen bei der Aufarbeitung von Giille- und Bodenproben gefiihrt haben. Da kein Vergleich
zu anderen Aufarbeitungsmethoden vorliegt, kann dieser Einfull auf die PCR hier nicht bewertet
werden. Eine Optimierung der PCR-Probenaufarbeitung fiir Giille- und Bodenproben oder der
Einsatz eines anderen, speziell fiir diese Matrizes entwickelten Aufarbeitungskits sollte

durchgefiihrt werden.
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Die PCR-Methode ist aufgrund der Vielfalt der moglichen Resistenzgene zur summarischen
Bestimmung von resistenten Bakterien nicht geeignet. Fiir die Bestimmung von spezifischen
Resistenzgenen ist sie die Methode der Wahl. Zur Bewertung einer Weitergabe von
Resistenzgenen ist dieses Verfahren die einzig einsetzbare Methode, da sie die der Resistenz
zugrunde liegenden genomischen Strukturen wiedergibt. Eine Unterscheidung von
resistenzauslosenden Faktoren ist nur so moglich. Mit einer Weiterentwicklung der Methode
kann durch Einsatz der Real-Time PCR eine quantitative Analyse der Resistenzgene gemacht
werden. So wére zudem eine prazise Aussage iiber die Auswirkungen von Giilleaufbringung auf
die Resistenzentwicklung der Bodenmikroorganismen oder eine mogliche Weitergabe von

Resistenzfaktoren an die Bodenmikroorganismen moglich.

Falsch negative Ergebnisse konnen bei der PCR schon wegen der geringen Probemenge nicht
ausgeschlossen werden. Durch Verdiinnungseffekte konnte der gesuchte DNA-Abschnitt auch
gar nicht in die PCR gelangt sein. Eine weitere Moglichkeit ist, das in der Probe so viel DNA
vorhanden ist, das die Polymerase und die Primer nicht an der spezifischen Stelle der DNA
renaturieren konnen und es daher nicht zu einer Vermehrung des gesuchten DNA-Abschnitts
kommt. Diese Probleme vor allem bei Proben in denen sehr viel DNA vorhanden ist, wie es in
Giille und Boden der Fall ist, waren bekannt. Die Moglichkeit hemmender Effekte durch
Storstoffe aus der Probe, wie etwa Huminstoffe in Bodenproben kann ausgeschlossen werden, da
nicht die reine Probe in der DNA-Aufarbeitung eingesetzt wird, sondern einige zuvor auf

Nahragar angeziichtete Mikroorganismenkolonien.

Winkler et al. 2004 erkannte schon in seinen Untersuchungen auf Tetracyclin-Resistenzgene in
Bodenproben, das diese nur sporadisch nachweisbar sind. Als Probleme wurden die Diversitét
im Boden, das geringe Probenvolumen und die geringe Grofe der Resistenz tragenden

Mikroorganismen von wenigen um genannt.

Die PCR ist als Nachweisverfahren fiir die Summe der resistenten Mikroorganismen ungeeignet.
Es gibt zu viele verschiedene Tetracyclin-Resistenzgene, die dann alle iiberpriift werden
missten. In dieser Arbeit sind sechs hdufig vorkommende Resistenzgene ausgewahlt worden.
Nur in der Giille konnte das Tet M nachgewiesen werden. Die anderen Resistenzgene konnten in
keiner der Proben nachgewiesen werden. Auch die schon von Winkler et al. 2004 angegebenen

Probleme bei der Bestimmung von Resistenzgenen (s.0.) sind hierbei zu beachten.
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5.1.5 Vergleich von MHK-Bestimmung und PCR

Tab. 5.1.5.1: Vergleich von MHK und PCR

Probe bzw. Bakterienisolat Ergebnis MHK Ergebnis PCR
Gulle pur resistent pos.
DEV-Isolat der Giille resistent pos.
Probe 4 Gille pur intermediar neg.
Probe 5 Gille pur intermediar neg.
Boden 2 1. Gillung resistent neg.
Boden 3 nach 1.G. resistent neg.
Boden 4 2. Gillung resistent neg.
Boden 5 nach 2.G. resistent neg.
Boden 6 nach 2.G. resistent neg.
Boden 7 nach 2.G. resistent neg.
Bl 1 MM (GW) sensibel neg.
BI 5 MM (OW) sensibel neg.
Bl 6 MM (BO) sensibel neg.
Bl 7 MM (BO) resistent neg.
Bl 8 MM (BO) resistent neg.
Bl 19 MM (GW) sensibel neg.
DEV-Isolat von Giille (Saule) resistent pos.
Enterokokken-Isolat der Gille (Saule) resistent pos.
Endo-Agar-Isolat der Gille (Saule) resistent neg.
DEV-Isolat a von SR2 sensibel neg.
DEV-Isolat b von SR2 sensibel neg.
DEV-Isolat ¢c von SR2 sensibel neg.
ow1l intermediar neg.
ow 2 intermediar neg.
Oow 3 intermediar neg.
oW 5 resistent neg.
BO 3 MM sensibel neg.
BO 4 MM sensibel neg.
BO 5 MM sensibel neg.

Bei der MHK-Bestimmung kénnen nur kultivierbare Mikroorganismen bestimmt werden. Wenn
nicht kultivierbare, aber resistente, Mikroorganismen in einer Probe vorhanden sind, wachsen
diese nicht auf dem Ndhrmedium. Nicht kultivierbare Mikroorganismen werden daher mit der
MHK-Bestimmung nicht erfasst. Die nicht kultivierbaren Mikroorganismen wurden in der PCR
erfasst, da die DNA aller in der Probe vorhandenen Organismen isoliert und in die Analyse
einbezogen wurden. Als Beispiel dafiir gelten zwei der drei Giilleproben aus dem
Freilandversuch, die in der MHK-Bestimmung als intermedidr eingestuft worden sind, in der
PCR lassen sich aber Tetracyclin-Resistenzgene nachweisen (Tab. 5.1.5). Dazu ist allerdings die
direkte Aufarbeitung der Proben nétig. Dies wurde bei den meisten Proben nicht gemacht, da die
Huminstoffe, die in der PCR hemmend wirken kénnen, aus den Proben herausgehalten werden

sollten. Dazu wurden die Proben zuerst auf DEV-Nihragar angeziichtet und wurden dann erst
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zur Probenaufarbeitung eingesetzt. Somit wurden auch in der PCR zum grof3en Teil nur

kultivierbare Mikroorganismen nachgewiesen.

Die MHK-Bestimmung erkennt alle kultivierbaren resistenten Bakterien. Wenn die Bakterien bei
einer bestimmten Konzentration des Antibiotikum auf dem Ndahrmedium wachsen, sind sie
resistent dagegen. Wenn sie nicht wachsen sind sie sensibel. Bei der PCR, die bestimmte
Resistenzgene der Bakterien nachweist, wird das Resistenzgen amplifiziert, wenn es vorhanden
ist. Es gibt aber 36 verschiedene Resistenzgene, die nicht alle tiberpriift werden konnten. Somit
konnte man be